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L’hémochromatose est une maladie héréditaire caractérisée par une surcharge de fer dans l’organisme. 
Chez une personne saine, l’excès de fer est excrété au niveau des intestins, mais une personne souffrant 
d’hémochromatose accumule le fer au niveau de la circulation, du foie, du cœur, et également au niveau 
des autres organes. Ceci donne lieu à différents problèmes comme des maladies cardiaques et du foie, 
du diabète, de la fatigue chronique et également des douleurs articulaires. Deux traitements sont 
disponibles pour traiter l’hémochromatose. Le premier consiste à des saignées (phlébotomies) pouvant 
durer plusieurs mois (ou années) à des fréquences hebdomadaires. Il est également possible d’utiliser un 
agent chélatant du fer pour faciliter son élimination à l’extérieur de l’organisme. L’agent chélatant le 
plus utilisé est la déferoxamine (également connu sous le nom de desferrioxamine B) qui s’administre 
par injection sous-cutanée pendant plusieurs heures à une fréquence journalière. Ces deux traitements 
sont longs et très invasifs. C’est pourquoi notre groupe de recherche s’intéresse à la matriptase-2, une 
protéase à sérine transmembranaire de type II (TTSP), dont le rôle dans l’homéostasie du fer a 
préalablement été démontré.  
 
Dans une précédente étude, nous nous sommes intéressés à une autre TTSP, la matriptase. La 
matriptase est l’une des plus étudiées, notamment à cause de ses rôles dans le cancer,1–3 l’influenza4 et 
l’arthrose.5 Comme toutes les TTSP, la matriptase est synthétisée sous forme inactive (zymogène). Elle 
nécessite un premier clivage après l’acide aminé Gly149 et un second clivage autoprotéolytique après 
Arg614 pour libérer son domaine catalytique actif. Sa séquence d’autoactivation RQAR-VVGG a été le 
point de départ pour la synthèse du premier inhibiteur de la matriptase dans le laboratoire, soit RQAR. 
À ce peptide, un piège à sérine a été ajouté sous forme de cétobenzothiazole (Kbt).6 En 2014, après une 
étude de modélisation et plusieurs modifications en P4-P1, un inhibiteur sélectif et puissant sur la 
matriptase-2 a été obtenu, soit YYVR-Kbt.7  
 
Le but de ma maîtrise était de remplacer les différents acides aminés aux positions P4, P3 et P2 sur 
YYVR-Kbt pour obtenir un inhibiteur encore plus puissant et plus sélectif pour la matriptase-2. Une 
librairie de 29 analogues a été produite dans le but de comprendre la relation structure-activité de cette 
classe d’inhibiteurs semi-peptidiques sur la matriptase-2. Pour ce faire, des acides aminés naturels et 
non-naturels ayant différentes fonctions (polaires, apolaires, aromatiques, etc.) ont été utilisés. 
 iii 
Les composés ont été caractérisés selon leur constante d’inhibition (Ki) sur matriptase-2 et également 
sur matriptase. Les inhibiteurs les plus puissants ont été testés sur l’hepsine, une autre TTSP exprimée 
dans le foie, dans le but de comprendre la sélectivité pour matriptase-2. La sélectivité pour la 
matriptase-2 (vis-à-vis d’autres TTSP) est importante pour éviter de potentiels effets secondaires.  
 
Une recherche conformationnelle sur les composés synthétisés a été réalisée dans le but de comprendre 
les interactions importantes entre l’inhibiteur et les protéases. Les constantes cinétiques 
d’association/dissociation, le temps de résidence des trois meilleurs inhibiteurs ont été déterminés. La 
stabilité des meilleurs inhibiteurs dans du plasma de souris a été également testée. Cette étude a permis 
la rédaction d’un article scientifique intitulé « Modulating the Selectivity of Matriptase-2 Inhibitors 
with Unatural Amino Acids », soumis à l’European Journal of Medicinal Chemistry le 2 décembre 
2016, qui est inclus dans ce mémoire. 
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 1 
INTRODUCTION 
I.1 Les enzymes 
 
Les enzymes sont des protéines qui catalysent des réactions chimiques.8 Une protéine est composée de 
plusieurs acides aminés reliés par des liaisons peptidiques (polypeptide).8 Cette séquence d’acides 
aminés forme la structure primaire de l’enzyme. Collectivement, les enzymes catalysent plus de 5000 
types de réactions biochimiques avec une grande spécificité, en abaissant le niveau d’énergie 
d’activation de la réaction.8 Au cours de la réaction enzymatique, l’enzyme se lie à un substrat (S) pour 





 où k1, k-1 et kcat sont les constantes de vitesse d’association et de dissociation. 
 
Schéma I-1. La réaction enzymatique. 
 
I.1.1. Leur potentiel thérapeutique 
Les enzymes sont des cibles pharmaceutiques très intéressantes compte tenu de leur rôle essentiel dans 
les processus pathophysiologiques. En 2000, une étude a démontré que 30% des médicaments sur le 
marché sont des inhibiteurs d’enzymes.9 Plus récemment, Hopkins et Groom (2002) ont affirmé que 
près de la moitié du marché pharmaceutique (47%) ciblait l’inhibition d’enzymes (figure I-1).10 En 
























Figure I-1. Cibles pharmacologiques. (Inspiré de Hopkins et Groom, 2002) 
 
I.1.2. L’activité enzymatique 
L’activité enzymatique est très influencée par son environnement (pH, température) ou par la présence 
d’autres composés.12 Chaque enzyme possède un pH et une température optimale à sa fonction 
catalytique.12 Les composés qui influencent la vitesse de réaction d’une réaction enzymatique sont 
appelés modulateurs. La plupart du temps, l’effet observé est une réduction de la vitesse de réaction 
qu’on définit comme inhibition. Dans de rare cas, la réaction enzymatique est accélérée et ce processus 
est appelé activation. Les composés sont alors définis comme des inhibiteurs ou des activateurs.8 
 
I.1.3. Les inhibiteurs 
L’importance des enzymes dans de nombreuses maladies en fait des cibles pharmacologiques 
attrayantes pour la découverte de médicaments. L’une des stratégies pour cibler une enzyme est 
d’identifier des inhibiteurs spécifiques qui vont moduler son activité protéolytique. Il existe plusieurs 
types d’inhibiteurs, soient des inhibiteurs réversibles et irréversibles. Il existe également des inhibiteurs 
allostériques qui déforment l’enzyme et rendent celle-ci catalytiquement inactive.13 
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I.1.3.1. Les inhibiteurs réversibles 
Les inhibiteurs réversibles se lient de façon non covalente par des liaisons hydrogènes, des interactions 
hydrophobes et des liaisons ioniques. Il existe différentes sous-classes d’inhibiteurs réversibles : les 
inhibiteurs compétitifs, incompétitifs, non-compétitifs et mixtes.13 
 
Les inhibiteurs compétitifs se lient exclusivement à l’enzyme libre et ils entrent en compétition avec le 
substrat au niveau du même site catalytique.13 Dans ce cas-ci, l’enzyme lie soit le substrat (figure I-2a) 
ou l’inhibiteur (figure I-2b), mais jamais les deux en même temps. Ces inhibiteurs peuvent avoir une 
structure similaire à celle du substrat, ce qui permet à l’inhibiteur d’avoir le même type d’interaction 
avec l’enzyme que le substrat (figure I-2b). Les inhibiteurs compétitifs bloquent la réaction 
enzymatique soit parce qu’ils ne possèdent pas le groupement chimique transformé par l’enzyme, soit 
parce que la position du groupement chimique sur l’inhibiteur rend impossible sa reconnaissance par le 
site actif. 13 
 
Les inhibiteurs incompétitifs, quant à eux, ne se fixent jamais à l’enzyme libre mais seulement au 
complexe enzyme-substrat (ES). La formation du complexe ES est nécessaire pour la liaison et 
l’inhibition. Les inhibiteurs incompétitifs n’ont alors aucune affinité pour l’enzyme libre. Lorsque le 
substrat se lie à l’enzyme, la modification de structure permet la formation d’un nouveau site de fixation 
pour l’inhibiteur incompétitif. Celui-ci en se liant empêche la réaction en modifiant la conformation du 
site de liaison du substrat.13  
 
Les inhibiteurs non-compétitifs se lient avec l’enzyme libre ou le complexe enzyme-substrat avec la 
même affinité.13 Dans ce type d’inhibition, il n’y a aucune compétition entre le substrat et l’inhibiteur 
pour le même site; le substrat se lie au site actif tandis que l’inhibiteur non-compétitif se lie à un autre 
site distinct. L’inhibition non-compétitive ne peut donc pas être surmontée par une augmentation de la 
concentration en substrat. Lorsque l’inhibiteur se fixe à l’enzyme, cela cause une modification de 
conformation du site actif qui empêche la reconnaissance entre l’enzyme et le substrat (figure I-2c).14  
 
Les inhibiteurs mixtes peuvent se lier à l’enzyme au même moment que le substrat. Dans ce cas, la 
liaison de l’inhibiteur affecte la liaison du substrat et vice-versa. Même s’ils se lient au site actif, ces 











Figure I-2. L’inhibition compétitive vs non-compétitive. 
 
I.1.3.2. Les inhibiteurs irréversibles 
D’un autre côté, les inhibiteurs irréversibles (aussi appelés inhibiteurs suicides) se lient de manière 
covalente et permanente à l’enzyme. L’inhibiteur est alors reconnu comme un substrat et subit une 
modification chimique permanente. Durant cette étape, l’inhibiteur peut soit agir sur le site catalytique 
de l’enzyme ou sur un site distinct.  
 
I.2 Les protéases 
Les enzymes protéolytiques, aussi connues sous le nom de peptidases ou protéases, sont très 
importantes. En 2006, environ 500 à 600 protéases (~2% du génome) ont été identifiées.17 Les protéases 
sont des enzymes qui clivent les protéines ou les peptides en hydrolysant leurs liaisons peptidiques. Ce 
processus est appelé protéolyse. Elles sont classées dans la famille des hydrolases puisqu’il y a 
l’implication d’une molécule d’eau. On distingue les exopeptidases qui clivent le premier ou le dernier 
acide aminé de la protéine et les endoprotéases qui clivent les liaisons peptidiques au milieu des 
protéines.17 Les pochettes de liaison situées au niveau du site catalytique de l’enzyme sont désignées 
S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’ et ainsi de suite (les nombres primes désignent les sites situés en aval, c’est à 
dire vers le C-terminal, de la liaison scissile). Les résidus du substrat correspondant à ces poches sont 
désignés P3, P2, P1, P1’, P2’, P3’ et ainsi de suite (figure I-3).18,19  





Figure I-3. La protéolyse. 
 
Certaines protéases sont produites sous formes de précurseurs inactifs dits « zymogène » et nécessitent 
une activation protéolytique par d’autres protéases pour être actives. L’activation zymogénique permet 
d’éviter que la protéase ne digère son environnement lors de ses étapes de biosynthèse, et assure que 
l’enzyme est activée là où elle doit remplir son rôle uniquement. Les protéases actives vont ensuite 
cliver leurs substrats respectifs impliqués dans différents processus biologiques tels que la digestion 
alimentaire, la coagulation sanguine, la maturation d’hormones ou de facteurs peptidiques, le 
remodelage des tissus humains au cours du développement de l’organisme et la cicatrisation, entre 
autres.20 
 
Il existe cinq grandes classes de protéases répertoriées selon leurs mécanismes catalytiques. D’une part, 
il existe les protéases dites à catalyse covalente telles que les protéases à thréonine, sérine et cystéine. 
Ces enzymes sont nommées ainsi à cause de l’implication d’une liaison covalente réversible avec le 
nucléophile de l’enzyme au niveau de l’intermédiaire tétraédrique. D’autre part, il y a les enzymes dites 
à catalyse non covalente soit les métalloprotéases et les protéases à aspartate. Ces dernières utilisent une 
molécule d’eau active dans leur mécanisme catalytique. Les métalloprotéases nécessitent en plus la 
présence d’un ion métallique au site actif (figure I-4, I-5).17,21  
 
Plusieurs inhibiteurs de protéases ont démontré des activités thérapeutiques prometteuses17 en études 
précliniques chez l’animal et en études cliniques chez l’humain pour des infections virales, parasitaires 
et cancers,22 maladies inflammatoires, auto-immunes et respiratoires,23–27 maladies cardiovasculaires27 





Protéases à sérine:  
Protéases à cystéine: 






















Figure I-5. Catalyse avec lien non-covalent. (Inspiré de M. Bogyo et al. Nat Struct Mol Biol. 2012.) 
 
I.2.1. Des exemples d’inhibiteurs 
Les inhibiteurs de protéases sont très utilisés par l’industrie pharmaceutique, notamment pour le 
traitement de l’hypertension, du sida, du cancer et du diabète.18 En  1977, le Captopril a été découvert 
pour le traitement de l’hypertension artérielle.31 L’angiotensine II est une hormone qui contrôle la 
tension artérielle et le Captopril agit en inhibant l’enzyme de conversion de l’angiotensine qui convertit 
l’angiotensine I (forme inactive) en angiotensine II (forme active). Cette inhibition provoque ainsi une 
diminution de la pression artérielle en bloquant la production de l’angiotensine II, un puissant 
vasoconstricteur.31  
 
Le Saquinavir a été vendu pour la première fois en 1995 pour traiter les personnes atteintes du virus du 
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA).32 C’est le premier inhibiteur de protéase à avoir été 
approuvé par la FDA (Food and Drug Administration).  
 
En 2003, le Bortézomib (inhibiteur du protéasome 26S) est utilisé pour le traitement du myélome 
multiple.33 Il agit en inhibant le protéasome (un complexe enzymatique qui hydrolyse les protéines 
Métalloprotéases au zinc: 
Protéases à aspartate: 
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intracellulaires). Dans certains cancers, il a été démontré que ce complexe détruit rapidement les 
protéines qui dégradent les cellules cancéreuses. En inhibant ses fonctions, la quantité de cellules 
cancéreuses est alors diminuée.33 Tous ces exemples (figure I-6) démontrent le potentiel des protéases 
comme cibles pharmacologiques pour le développement d’agents thérapeutiques contre diverses 
maladies. 
  
Figure I-6. Quelques exemples d’inhibiteurs approuvés par la FDA. 
 
I.2.2. Les protéases à sérine 
Cette famille de protéases est la plus répandue avec 176 membres identifiés et caractérisés chez 
l’humain (43%) suivie des métalloprotéases (24%), des protéases à cystéine (21%) et des protéases à 
aspartate (8%).20 Les protéases à sérine sont nommées ainsi en raison de la présence d’un résidu sérine 
dans le site actif essentiel à la catalyse. Il existe un grand nombre de protéases à sérine avec des 
spécificités variées et impliquées dans plusieurs processus biologiques comme la digestion, la 
coagulation sanguine, la cicatrisation et la réponse immunitaire.34 Elles sont également impliquées dans 
le développement de maladies infectieuses, cardiovasculaires, dégénératives, inflammatoires et les 
cancers.35 La classification des protéases à sérine est basée sur la nature du résidu P1 au niveau du 
substrat et elles sont donc divisées en quatre sous-familles : trypsine, chymotrypsine, élastase et 
subtilisine.36 La trypsine est spécifique pour les résidus basiques tels qu’une lysine (Lys) et une arginine 
(Arg) en position P1 d’un substrat.36 La chymotrypsine peut hydrolyser les larges résidus aromatiques 
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en P1 comme la phénylalanine (Phe), la tyrosine (Tyr) et le tryptophane (Trp) tandis que pour l’élastase 
ce sont les petits résidus non-chargés tels que la glycine (Gly) et l’alanine (Ala).36 
 
I.2.3. Les protéases à sérine transmembranaires de type II 
En 2001, une nouvelle famille de protéases à sérine de type trypsine a été découverte. Cette sous-
famille de protéases est directement ancrée à la membrane,37 soit via un domaine C-terminal 
transmembranaire (type I), le glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), soit via un domaine N-terminal 
transmembranaire (type II).38  
 
Le groupe d’Ivan Pavlov a découvert la première protéase à sérine directement fixée à la membrane : 
l’entéropeptidase. Elle a un rôle essentiel au niveau de la digestion.39 Exprimée au niveau du 
duodénum, elle convertit le trypsinogène pancréatique (forme inactive) en trypsine (forme active).39 Par 
la suite, plus d’une vingtaine de membres ont été identifiés chez la souris et l’humain jusqu’à 
maintenant. Ces découvertes ont mené à l’identification d’une nouvelle famille nommée les protéases à 
sérine transmembranaires de type II (TTSP). Ces dernières sont classés en 4 sous-familles selon leur 
structure : HAT/DESC, Hepsine/TMPRSS/entéropeptidase, matriptase et corine (figure I-7).40  
 
Au niveau structural, les TTSP ont une structure très similaire. Elles sont composées d’un agencement 
de six domaines différents : SEA (sea urchin sperm protein, enteropeptidase, agrin), SRCR (scavenger 
receptor cystein-rich), LDLRA (low-density lipoprotein receptor class A), CUB (Cls/Clr, urchin 
embryonic growth factor, bone morphogenetic protein-1), MAM (memprin/A5 antigen/receptor protein 





Figure I-7. Les protéases à sérine transmembranaires de type II (TTSP) classés en 4 sous-familles. 





I.2.4. La triade catalytique des protéases à sérine 
 
En biochimie, on désigne généralement par triade catalytique, les trois résidus d’acides aminés qui 
interviennent dans le site actif de certaines hydrolases et transférases. Ces trois résidus forment un 
réseau de transfert de charges qui polarisent et activent le résidu nucléophile. Celui-ci attaque le substrat 
en formant un intermédiaire covalent hydrolysé pour libérer à nouveau l’enzyme (figure I-8).34 La triade 
catalytique des protéases à sérine est caractérisée par la présence d’un résidu sérine dans son site actif. 
Elle est composée de trois acides aminés (sérine, histidine et aspartate) hautement conservés chez toutes 
les protéases à sérine.42  
 
La sérine, n’étant pas suffisamment nucléophile pour catalyser seul la réaction chimique, a besoin d’un 
résidu basique histidine qui se lie par pont-hydrogène afin d’accroître sa nucléophilie (figure I-8). Le 
doublet non liant de l’atome d’oxygène du groupement hydroxyle de la sérine attaque ensuite le groupe 
carbonyle de la liaison peptidique à hydrolyser (figure I-8A). Le pKa de l’histidine permet à la fois une 
catalyse efficace, la formation d’une liaison hydrogène avec le résidu acide et la déprotonation du 
résidu nucléophile après l’attaque de ce dernier.34 
 
Le résidu acide (aspartate) agit en alignant et en polarisant le résidu basique. Certaines enzymes ont une 
« diade catalytique » puisque la composante acide n’est pas nécessaire à certaines protéases à cystéine. 
Certaines peuvent également utiliser une molécule d’eau là où devrait se situer le résidu acide (exemple 
de la protéase du virus de l’hépatite A).43 Elles peuvent également se servir de ce troisième membre 




























Figure I-8. La triade catalytique chez les protéases à sérine.34 
 
I.3 La matriptase-2 
La matriptase-2, aussi nommée TMPRSS6 (transmembrane serine protease 6), a été identifiée en 2002 
par le groupe de López-Otín et elle est composée de 811 acides aminés chez l’humain.45 Cette TTSP est 
caractérisée par un domaine cytoplasmique amino-terminal, suivie par un domaine transmembranaire, 
un domaine SEA (sea-urchin sperm protein, enteropeptidase and agrin), deux domaines CUB (C1r/C1s 
urchin embryonic growth factor, bone mophogenetic protein 1), trois domaines LDLRA (Single low 
density lipoprotein receptor class A) et un domaine extracellulaire carboxy-terminal qui contient la 
triade catalytique (figure I-9).40,45–48 Les rôles des différents domaines ne sont pas encore très bien 
connus sauf pour le domaine catalytique qui permet le clivage de l’hémojuvéline.49  
 
La  matriptase-2 est coexprimée avec l’hémojuvéline (HJV) à la surface des hépatocytes, au niveau du 
foie. Elle est tout d’abord exprimée sous sa forme inactive (zymogène). Elle subit un premier clivage 
catalytique suivant le résidu Arg576 qui permet son activation.49 Cette activation nécessite la présence 
d’une autre matriptase-2 active.49 Il a été démontré que matriptase-2 sous forme inactive (zymogène) 
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possède une activité minimale qui pourrait permettre cette activation.49 Elle peut également s’activer 
elle-même de manière intramoléculaire.49 Le domaine catalytique clivé reste associé par un pont 
disulfure (Cys568-Cys688) à l’ectodomaine.49 Après l’activation, la matriptase-2 est relâchée de la surface 
cellulaire par un autre clivage autocatalytique se produisant en aval du résidu Arg413 ou Arg446 et se 
retrouve ainsi sous forme active dans le milieu extracellulaire.49 La matriptase-2 a été associée à un rôle 
important dans la régulation du fer (voir section I.3.1.3).50  
 
Figure I-9. Structure de la matriptase-2. Les nombres représentent les limites des différents domaines. 
(Extraite de la thèse de François Béliveau) 
 
I.3.1. Le fer 
Le fer est un élément essentiel à la survie de la plupart des organismes vivants. Il est indispensable pour 
les protéines transporteuses d'oxygène (hémoglobine, myoglobine),51 pour le métabolisme cellulaire 
(synthèse de l’ADN, croissance et division cellulaire), et également pour de nombreuses réactions 
enzymatiques.52 La quantité de fer moyen qu’un adulte contient est de 2-4 g et une consommation de 
seulement 1-2 mg de fer est nécessaire par jour pour remplacer le fer perdu.53 L’absorption se fait au 
niveau du duodénum proximal.53 Il est important de bien régulariser le taux de fer puisque advenant un 
excès, à court terme l’être humain ne peut excréter le surplus autrement que par des saignées.53  Les 
besoins en fer varient selon l’âge, toutefois, les besoins chez l’enfant sont plus importants.54 Il a été 
démontré qu’une carence en fer influence le développement cérébral chez l’enfant.54 Un excès de fer 
peut être également potentiellement toxique par sa capacité à générer du stress oxydant.55 Les 
hépatocytes et les macrophages sont les principaux sites de stockage du fer.56,57 Le centre de contrôle de 
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la régulation du fer est l’hépatocyte. Celui-ci dispose de capteurs sensibles au niveau du fer : protéine 
de l’hémochromatose humaine (HFE), récepteur de la transferrine 2, hémojuvéline 2.58 
 
I.3.1.1. La régulation du fer dans l’organisme 
Le niveau de fer est constamment régulé en suivant des mécanismes complexes qui commencent à 
peine à être élucidés.53 S’il provient des végétaux, le fer insoluble (Fe3+) doit être réduit en fer soluble 
(Fe2+) pour pouvoir être absorbé. La réduction est effectuée par la réductase Dcytb (Duodenal 
cytochrome B) qui est présente dans le duodénum et le jéjunum supérieur (figure I-10).59 Le fer soluble 
est transporté à travers la membrane cellulaire des entérocytes par le transporteur DMT1 (Divalent 
Metal Transporter-1).59 Par contre, s’il provient d’une source animale, le fer possède une meilleure 
biodisponibilité et son absorption se fait par un mécanisme différent et peu expliqué.60  
 
Au niveau des entérocytes (cellules de l’intestin), le fer peut soit s’accumuler dans la cellule (taux de fer 
plasmatique trop élevé) ou soit être exporté dans la circulation (taux de fer plasmatique faible). À 
l’intérieur de la cellule, la ferritine est une protéine de 24 sous-unités qui forme une cavité pouvant 
accueillir 4 500 atomes de fer.61 Ce complexe a la capacité d’oxyder le fer soluble (Fe2+) en fer 
insoluble (Fe3+), qui n’a aucune activité réductrice.61 Cette oxydation permet de protéger les cellules 
contre la formation de radicaux hydroxyles toxiques par le Fe2+.61 En cas de taux de fer plasmatique 
trop élevé, le complexe ferritine-fer reste dans la cellule et il est éliminé de l’organisme lorsque la 
cellule meurt.  
 
Lorsqu’il y a un manque en fer dans la circulation, l’exportation de la cellule se fait par un transporteur 
spécifique, la ferroportine.62 Le fer insoluble (Fe3+) est libéré et réduit en sa forme soluble (Fe2+) par le 
complexe ferritine. Ce mécanisme qui est peu compris nécessiterait la dégradation du complexe formé 
par la ferritine.62 Le fer soluble (Fe2+) libéré est ensuite transporté à l’extérieur de la cellule puis oxydé 
en sa forme insoluble (Fe3+) par l’héphaestine. Le transport se fait ensuite par la transferrine (Tf).62–64  
 
La transferrine est une protéine de type bêta-globuline synthétisée par le foie. Elle transporte le fer de 
l’intestin vers le foie ainsi que la moelle osseuse (cellules précurseurs des érythrocytes et 
réticulocytes).62 Elle se fixe aux récepteurs 1 de la transferrine (TfR1) qui permettent son entrée dans la 
cellule par endocytose.65 Une fois à l’intérieur d’endosomes acides, le fer qu’elle transporte est ensuite 
relâché puis réduit en Fe2+ par la réductase STEAP3 (Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the 
 15 
Prostate 3). Cette réduction permet la sortie du fer vers le cytosol par le transporteur DMT1.66 Le fer 
dans les hépatocytes est emmagasiné à l’intérieur de ferritines et au niveau des réticulocytes. Le fer est 

























Figure I-10. La régulation du fer dans l’organisme. (Extraite de la thèse de François Béliveau) 
 
I.3.1.2. L’hepcidine 
L’hepcidine est une hormone peptidique, principalement synthétisée dans le foie, qui régule 
l’homéostasie du fer dans l’organisme au niveau de l’absorption intestinale, du relâchement de 
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l’hémoglobine par les macrophages et de son stockage hépatique par les hépatocytes.67 Le rôle de 
l’hepcidine dans l’homéostasie du fer a été établi dans des modèles murins ayant une déficience ou un 
excès en hepcidine.68 Ainsi, il a été démontré que l’hepcidine est un régulateur négatif d’absorption du 
fer au niveau de l’intestin et de la libération du fer au niveau des macrophages.  
 
En effet, en réponse à un niveau élevé de fer plasmatique, le foie produit l’hepcidine qui bloque celui-ci 
dans les macrophages et les cellules intestinales, en se liant directement à la ferroportine et en 
l’internalisant à l’intérieur des cellules.51,69 Une fois la ferroportine internalisée, le fer ne peut plus sortir 
de la cellule. Il en résulte une augmentation de fer à l’intérieur des cellules et une diminution de fer 
plasmatique. Au niveau des entérocytes, le fer ainsi fixé reste lié à la ferroportine jusqu’à son excrétion 
dans les selles, évitant ainsi une élévation du taux de fer sanguin. La ferroportine est le seul transporteur 
connu de fer cellulaire et la quantité présente à la surface cellulaire permet de contrôler la quantité de 
fer pouvant être relâchée.70,71 Il est présent au niveau des cellules des entérocytes, des macrophages, et 
des hépatocytes.51 Ces cellules peuvent toutes libérer du fer dans le plasma.51 Des études chez la souris 
ont démontré que l’incapacité de transférer du fer de la mère à l’embryon était due à l’absence de la 
ferroportine au niveau des cellules du placenta.72  
 
À l’inverse, un manque de fer circulant entraîne une diminution de la transcription de l’hepcidine. Il en 
résulte ainsi une augmentation du niveau de ferroportine. Le fer peut alors sortir de la cellule et aller 
dans la circulation en évitant ainsi l’anémie. L’hepcidine et la ferroportine jouent donc un rôle essentiel 
dans le métabolisme du fer. D’ailleurs, il a été observé que des souris déficientes en hepcidine 
développent de sévères désordres de surcharge en fer.68 Une étude a également prouvé son rôle chez des 
patients ayant une déficience en hepcidine et atteint d’une hémochromatose juvénile, la forme la plus 
sévère d’hémochromatose hériditaire.73 De plus, les patients qui ont développé des tumeurs au foie à 
cause d’une surexpression de l’hepcidine souffre d’anémie sévère (IRIDA; iron-refractory iron 
deficiency anemia) qui peut être guérit seulement par chirurgie (ablation de la région atteinte ou 







I.3.1.3. La régulation du fer par la matriptase-2 
La transcription de HAMP, le gène codant pour l’hepcidine, par les hépatocytes, dépend de la 
concentration en fer dans l’organisme. Cette régulation est contrôlée par une signalisation passant par la 
voie BMP (Bone morphogenetic protein)-SMAD (Son of mothers against decapentaplegic). 
L’hémojuvéline agit comme cofacteur dans le signalement BMP/SMAD et augmente l’expression de 
l’hepcidine. L’hepcidine se lie alors avec la ferroportine et cette liaison cause la dégradation de ce 
transporteur et la diminution du fer plasmatique.76 
 
Il a été démontré que la matriptase-2 agit comme régulateur négatif de l’homéostasie du fer (figure I-
11). Elle clive son substrat, l’hémojuvéline (HJV) au niveau des hépatocytes, ce qui diminue 
l’expression d’hepcidine.77 En abaissant le niveau d’hepcidine, la matriptase-2 permet donc 
d’augmenter le relargage du fer emmagasiné dans la cellule vers la circulation.78 De ce fait, une 
mutation de la matriptase-2 causant une forte expression de l’hepcidine chez l’humain ou la souris 
résulte en une forte anémie connue sous le nom d’IRIDA (iron-refractory iron deficiency anemia).79 
D’un autre côté, un faible niveau d’expression de l’hepcidine est la cause de maladies reliées à une 








































Figure I-11. Régulation du fer par matriptase-2. (Extraite de la thèse de François Béliveau) 
 
I.3.1.4. L’hémochromatose 
L’hémochromatose est une maladie héréditaire et récessive dans la majorité des cas.80 Elle se 
caractérise par une surcharge de fer dans l’organisme. La plupart des cas (90%) se caractérise par une 
mutation particulière (C282Y) affectant le gène HFE. Cette mutation provoque un déficit dans la 
production d’hepcidine.81 Cette maladie peut être bien soignée, mais elle est souvent tardivement 
détectée. En effet, les premiers symptômes (fatigue chronique, douleurs articulaires, teint gris) qui ne 
sont pas spécifiques à cette maladie, engendrent un diagnostic tardif. C’est seulement vers l’âge de 30-
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40 ans que les symptômes plus contraignants se manifestent. On note entre autres des douleurs 
abdominales, du jaunissement de la peau, développement du diabète, etc.81  
L’absorption de fer provenant de la diète chez un patient sain est équivalente à la proportion excrétée 
(13-14 mg).82 En revanche, un patient atteint d’hémochromatose n’excrète pas de manière naturelle le 
surplus de fer et il peut avoir une quantité de fer plasmatique supérieure à 6 mg par jour.83 Cette 
surcharge de fer affecte plusieurs organes dont principalement le foie, le pancréas, le cœur et 
l’hypophyse. À long terme, ces dépôts de fer engendrent des lésions anatomiques et fonctionnelles 
irréversibles. Sans traitement, le patient peut développer une cirrhose, un diabète, des troubles 
cardiaques, des lésions et douleurs ostéo-articulaires (qui peuvent persister malgré la réussite d’un 
traitement) et parfois une ostéoporose et des troubles hormonaux (impuissance chez l’homme et 
ménopause précoce chez la femme).84 Au Canada, c’est la plus prédominante des maladies génétiques. 
En effet, selon la Fondation canadienne du foie, une personne sur 327 est atteinte et plusieurs sont 
souvent dans la même famille. 
 
Il existe deux traitements pour cette maladie. Le plus fréquent consiste à faire des prélèvements 
hebdomadaires de 400-500 mL de sang (équivalent à 200-250 mg de fer) pour retirer les globules 
rouges (riches en fer) et forcer l’organisme à puiser dans ses propres réserves pour reconstituer ces 
globules.85 Lorsque l’excès de fer est contrôlé, les patients ont besoin de faire encore 4 à 8 saignées par 
année pour garder la concentration de ferritine inférieure à 50 ng/mL.83 Ce traitement permet d’éviter la 
survenue de complications comme l’accumulation de fer au niveau du foie (et autres organes) s’il est 
instauré dès l’âge de 30-35 ans et limite leur sévérité si le diagnostic est plus tardif. C’est une méthode 
peu coûteuse et efficace pour éliminer l’excès de fer.83 Par contre, pour un patient ayant des contre-
indications aux saignées (par exemple une personne cardiaque), des chélateurs de fer sont utilisés. Les 
deux chélateurs les plus utilisés pour diminuer le niveau de fer sont la déféroxamine (DFO) et le 
défériprone (L1).83 Ces chélateurs forment un complexe hydrophile et/ou chargé avec le fer. Pour 
l’instant, la déféroxamine s’avère être le chélateur le plus utilisé. À cause de sa mauvaise 
biodisponibilité orale et de son temps de demi-vie très court, elle doit être administrée lentement de 
manière sous-cutanée pendant 8-12h et ce, presque chaque jour.86 Il existe également plusieurs effets 
secondaires possibles.83 En effet, l’utilisation d’un agent chélatant peut affecter d’autres voies 
métaboliques du fer comme la synthèse de l’hème ou encore la liaison de la transferrine à son récepteur 
au niveau de la membrane cellulaire.87,88  
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Même si les saignées sont très efficaces, elles sont toutefois contraignantes et désagréables.  
Des études récentes chez la souris atteinte d’hémochromatose démontrent qu’une modulation négative 
de l’expression de la matriptase-2 peut mener à une diminution de la surcharge en fer.89 De ce fait, 
l’utilisation d’inhibiteurs pour moduler l’activité de la matriptase-2 devient une méthode intéressante 
pour le traitement de maladies reliées à une surcharge de fer. 
 
I.3.1.5. La bêta-thalassémie 
Les thalassémies sont des maladies héréditaires qui affectent la production de l’hémoglobine nécessaire 
à la formation des globules rouges.90 Cette anomalie au niveau de la structure de l’hémoglobine entraîne 
la destruction des globules rouges et cause une anémie sévère. L’anémie est définie comme une 
condition où le corps n’a pas une concentration suffisante en globules rouges sains.  
 
L’hémoglobine mature est formée de quatre sous-unités ; deux alpha et deux bêta.90 Dépendamment de 
quelle sous-unité est affectée, il existe deux sortes de thalassémie : alpha-thalassémie et bêta-
thalassémie. La première est la plus rare et localisée seulement dans certaines régions d’Afrique, 
d’Arabie saoudite, d’Inde ou de Thaïlande.91  
 
Il existe différents degrés de sévérité de la maladie. Chaque année, on dénombre environ 300 000 
enfants qui naissent mondialement avec une forme de thalassémie et 30% d’entre eux ont une bêta-
thalassémie dite majeur (très sévère).92 Dans ces cas-ci, les symptômes apparaissent généralement avant 
l’âge de deux ans. Les symptômes sont des infections fréquentes, un manque d’appétit, la jaunisse, la 
pâleur, etc.  Pour contrer ce problème, le seul traitement possible consiste à faire des transfusions 
sanguines en fonction du dosage de l’hémoglobine. Celles-ci sont faites à une fréquence d’environ une 
fois tous les deux à quatre semaines. Elles servent à maintenir un taux d’hémoglobine aux alentours de 
120 g/L pour éviter des complications plus graves. Malgré le fait qu’elles contribuent grandement à 
l’amélioration de la qualité de vie du patient, les transfusions sanguines à fréquence régulière sont 
responsables du taux de fer élevé chez les patients. En effet, la bêta-thalassémie est la cause majeure 
d’une concentration élevée de fer dans les pays méditerranéens.93  
 
Pour éviter cette accumulation, la déféroxamine piège l’excès de fer et l’élimine par voie naturelle.93 
Cela permet au patient d’éviter les problèmes cardiaques et d’avoir un bon fonctionnement du foie. Par 
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contre, ce traitement est très contraignant : prélèvements presque chaque jour combinés avec des 
perfusions pouvant durer plusieurs heures. 
 
À un stade très sévère de la maladie, une transplantation de moelle osseuse peut être envisagée.93 On 
doit par contre trouver un donneur de moelle et de nombreuses complications peuvent survenir (maladie 
veino-occlusive, maladie du greffon contre l’hôte, réactivation virale ou parasitaire de lors de 
l’immuno-dépression).93 Ce traitement est utilisé en dernier recours puisque les risques de 
complications augmentent énormément avec l’âge. Encore une fois, l’utilisation d’inhibiteur de la 
matriptase-2 pourrait limiter les effets secondaires liés aux nombreuses transfusions sanguines en 
contrôlant les niveaux de fer plasmatique. 
 
I.4 La matriptase et l’hepsine 
Lorsqu’on synthétise des inhibiteurs de matriptase-2, il est important d’être sélectif à cette TTSP afin 
d’éviter les effets secondaires. La matriptase et l’hepsine appartiennent aussi à la famille des protéases 
transmembranaires de type II (TTSP). La matriptase est l’une des plus caractérisées et étudiées.2,4–6,94–
100 Elle a une activité protéolytique très similaire à la matriptase-2. Elle est composée de 855 acides 
aminés et son expression est très importante au niveau des tissus épithéliaux d’une variété d’organes. 
Une de ses principales fonctions est le maintien de l’intégrité épithéliale.101 Elle est également 
impliquée dans le développement de plusieurs maladies comme les cancers épithéliaux,2,3 l’arthrite5 et 
l’influenza.4  
 
L’hepsine, comme la matriptase-2, est une TTSP majoritairement exprimée au niveau des hépatocytes 
dans le foie.  Elle a aussi été identifiée dans divers tissus incluant le thymus, la thyroïde, les poumons, 
le pancréas et la glande pituitaire.102 Une étude sur des souris déficientes en hepsine a démontré une 
importante perte de l’audition chez cet animal.103 Cette perte d’audition provient d’un développement 
anormal de la membrane tectoriale de la cochlée et une diminution de l’expression de la myéline au 
niveau du nerf auditif.103 L’hepsine est surexprimée dans les cancers de la prostate, des ovaires, de 
l’endomètre104 et du rein.105 
 
Une inhibition de l’expression de la matriptase provoque des complications au niveau de la peau. Les 
groupes de Leduc et Shohat ont démontré que la mutation G827R au niveau du domaine catalytique de 
la matriptase (cette mutation empêche son activation) entraîne le développement de la maladie 
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autosomale récessive ichthyose avec hypotrichose (ARIH).106,15 La peau des patients qui ont cette 
maladie est épaissie et de couleur grisâtre.  
 
Dans certains cas de cancer où l’hepsine est surexprimée, une inhibition de son expression provoque 
l’effet biologique désiré.105 On observe une diminution importante de la prolifération et de la nécrose 
tumorale.47 Jusqu’à ce jour, aucun effet secondaire ou complication n’est connu lors de la modulation 
de l’activité de l’hepsine. Il est tout de même important d’avoir une certaine sélectivité face à cette 
TTSP. 
   
I.5 Les inhibiteurs naturels de la matriptase-2  
I.5.1. Les inhibiteurs naturels de type Kunitz 
Les inhibiteurs endogènes (ou naturels) régulent l’activité catalytique des protéases.107 Ce type 
d’inhibiteurs est très utilisé lors du traitement de cancers à cause de leur faible toxicité et résistance 
comparativement aux inhibiteurs exogènes.108,109 La puissance ou l’affinité d’un inhibiteur pour une 
enzyme donnée est caractérisée par une constante d’inhibition (Ki). Elle représente la concentration 
nécessaire pour inhiber l’enzyme. Plus cette constante est petite, plus l’affinité de l’inhibiteur pour 
l’enzyme est élevée et plus cet inhibiteur est dit « puissant ».  
 
HAI-1 et HAI-2 (hepatocyte growth factor activator inhibitor) sont des inhibiteurs endogènes 
réversibles de type Kunitz.110 Ils ont d’abord été démontrés comme inhibiteurs de la trypsine au niveau 
du pancréas chez les bovins.111 HAI-2 est le premier inhibiteur endogène de la matriptase-2 à avoir été 
identifié.111 HAI-1 s’avère être un inhibiteur puissant sur plusieurs TTSP telles que la matriptase-2,110 la 
matriptase,112 l’hepsine41 et TMPRSS13.113 HAI-1 possède un domaine C-terminal cytoplasmique, un 
domaine transmembranaire et un domaine N-terminal extracellulaire dans lequel on retrouve deux 
domaines Kunitz I et II séparés par un domaine LDLRA.95 À la différence, HAI-2 ne possède pas de 
domaine LDLRA.95 Les deux domaines Kunitz contiennent une structure spécifique stabilisée par des 
ponts disulfures ayant une grande affinité pour les TTSP.  
 
Il a été démontré que HAI-1 et HAI-2 n’influençaient pas l’activation de la matriptase (pour HAI-1) et 
matriptase-2 (pour HAI-2) à partir de sa forme zymogène (inactive).111 Probablement que ce type 
d’inhibiteurs a une affinité moindre pour la forme zymogène comparativement à la forme activée. 
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Toutefois, immédiatement après l’activation de la TTSP, on remarque une inhibition de celle-ci par les 
HAI.111 Le mécanisme d’inhibition entre HAI-2 et la matriptase-2 demeure inconnu.  
 
Pour l’inhibition de la matriptase par HAI-1, le domaine Kunitz I contenant deux résidus arginines 
(Arg258 et Arg260) a une grande importance.114 En effet, HAI-1 lie la matriptase active de manière 
réversible et compétitive en formant un complexe relativement stable.115 HAI-2 contient également les 
arginines correspondantes (Arg258 et Arg260) au niveau du domaine Kunitz I.111 Par contre, il a été 
démontré qu’elles ne sont pas responsables de l’inhibition et de la formation du complexe HAI-2-
matriptase-2.111 En effet, contrairement à la matriptase, les deux domaines Kunitz I et II de HAI-2 
seraient impliqués.111 
 
Une étude a démontré que HAI-2 semble inhiber l’interaction entre la matriptase-2 et l’hémojuvéline.111 
Cette interaction est d’une grande importance pour la transcription de l’hepcidine lors de l’homéostasie 
du fer. En effet, une diminution de l’expression de HAI-2 entraîne une diminution de l’activité 
protéolytique de la matriptase-2. Cela augmente l’expression de l’hepcidine et diminue le taux de fer 
plasmatique. D’un autre côté, un taux faible de HAI-2 peut être lié une concentration ferrique très 
élevée comme il a été observé chez les patients souffrant d’hémochromatose.111 La constante 
d’inhibition (Ki) de HAI-2 est de 4.80 ± 0.28 nM sur la matriptase-2.110  
 
I.5.2. Les inhibiteurs naturels de source végétale 
Il existe d’autres inhibiteurs naturels de la matriptase-2 dont ceux faisant partie de la famille Bowman-
Birk.116 Les inhibiteurs de cette famille sont isolés de graines de légumes ou de céréales et ils ont 
également une forte activité inhibitrice sur les protéases. Par exemple, le SFTI-1 (sunflower trypsin 
inhibitor-1) est un peptide bicyclique de 14 acides aminés possédant un pont disulfure isolé des graines 
de tournesol (figure I-12).116 Il est un inhibiteur naturel de la trypsine avec un Ki de 0.1 nM. Le SFTI-1 
est également puissant sur la matriptase-2 avec un Ki de 0.218 ± 0.021 µM.
117 En 2015, le groupe de 



















Figure I-12. La structure du SFTI-1 (sunflower trypsin inhibitor-1). 
 
Même si les inhibiteurs naturels de protéases inhibent fortement la matriptase-2, ils ont une faible 
sélectivité pour celle-ci. En effet, HAI-1 inhibe également l’activité protéolytique de plusieurs protéases 
comme la trypsine, l’hepsine, matriptase et le HGFA (Hepatocyte growth factor activator).118 HAI-2 est 
également un inhibiteur puissant de la matriptase.119 SFTI-1 inhibe également la matriptase avec une 
constante d’inhibition (Ki) de 0.061 ± 0.004 µM et inhibe également d’autres protéases à sérine comme 
les kallikréines.120 Dans le cadre d’une approche thérapeutique, cette faible sélectivité peut engendrer 
plusieurs effets secondaires. Pour cette raison et également à cause de leur complexité au niveau 
structural, l’utilisation d’inhibiteurs naturels demeure à ce jour très limitée. 
 
I.6 Les inhibiteurs synthétiques de la matriptase-2  
I.6.1. Les inhibiteurs synthétiques peptidiques 
L’aprotinine et la leupeptine sont des exemples d’inhibiteurs peptidiques de protéases (figure I-13).45,99 
L’aprotinine (ou Trasylol) est utilisée lors de chirurgies cardiaques accompagnées d’une perte de sang 
importante, afin de diminuer l’écoulement et la mortalité. La leupeptine peut être utilisée pour traiter les 
infections de l’oreille interne. Ces deux inhibiteurs sont compétitifs et non-sélectifs. En effet, ils 


















Figure I-13. Structure de la leupeptine et l’aprotinine. 
 
I.6.2. Les inhibiteurs synthétiques dérivés de benzamidines 
En 2010, Gütschow et al ont été les premiers à synthétiser des inhibiteurs de matriptase-2 de faible 
poids moléculaire.121 Basé sur la modélisation moléculaire, ils ont synthétisé quatre inhibiteurs de type 
benzamidine (deux amidino- et deux chloro- substitué). Leur composé (1) le plus puissant obtenu (Ki = 
170 ± 20 nM) possède une D-arginine et un résidu benzamidine (figure I-14). Ce composé n’est pas 
sélectif à la matriptase-2 par rapport à la matriptase puisqu’il a un Ki de 55 ± 3 nM sur cette dernière. 
Dans cette même étude, le composé (3) possède un Ki de 460 ± 60 nM pour la matriptase-2 et un Ki de 
770 ± 150 nM pour la matriptase. Les deux autres composés ont des Ki > 10μM pour la matriptase-2 et 
conséquemment ils sont beaucoup plus sélectifs pour la matriptase. Il a été également reporté que ce 
type de dipeptide avec un groupement 4-aminobenzylamide est puissant sur des protéases à sérine 
comme la thrombine et le facteur Xa.122–124  
 
En 2012, ce même groupe a synthétisé des inhibiteurs avec toutefois un groupement sulfoxy 
benzamidine en P1.125 Ils ont synthétisé une librairie de plus de 70 dérivés testés sur la matriptase-2, 




En 2015, une librairie de 64 composés de type 3,1-benzothiazines, 1,4-benzodioxines et 1,4-
benzoxazines a été produite.126 Leur meilleur composé (S)-12 a un IC50 de 8.47 ±0.76 μM pour la 
matriptase-2 (figure I-14). Contrairement à leur précédente étude, la sélectivité de ces composés n’a pas 
été abordée.  
 
En 2016, le même groupe a synthétisé des inhibiteurs de type bis-benzamidine.127 Le composé (19) est 
le plus puissant avec un Ki de 1.16 ± 0.06 μM pour matriptase-2 (figure I-14). Dans les 27 composés 
synthétisés, aucun n’est sélectif pour matriptase-2 (vs matriptase, thrombine, factor Xa ou trypsine). En 









Figure I-14. Inhibiteurs de type benzamidine. 
 
I.6.3. Les inhibiteurs synthétiques dérivés du SFTI-1 
En 2015, Gitlin et al ont synthétisé des dérivés du SFTI-1 pour ainsi obtenir des inhibiteurs plus 
sélectifs à la matriptase-2 comparativement à la matriptase.117 Le remplacement de la Lys5 par une Arg 
conduit à un inhibiteur 11 fois plus sélectif pour la matriptase-2. Le changement de stéréochimie de L-
Arg2 par D-Arg diminue l’activité inhibitrice sur matriptase-2, mais élimine son affinité pour 
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matriptase.117 Ces modifications combinées ont menées à un inhibiteur sélectif ayant une constante 
d’inhibition (Ki) de 0.28 ± 0.019 µM (vs 63.36 ± 10.48 µM pour matriptase).117 
 
I.6.4. Les inhibiteurs synthétiques semi-peptidiques 
La matriptase, une TTSP abordée à la section I.4, est synthétisée sous sa forme zymogène (inactive) et 
sa séquence d’auto-activation RQAR-VVGG a été le point de départ de notre groupe pour la synthèse 
d’inhibiteurs.6 Un groupement cétobenzothiazole qui a pour rôle de piéger le résidu sérine catalytique, a 
été ajouté à la séquence peptidique RQAR (figure I-15).128 Cet inhibiteur (RQAR-Kbt) possède un Ki de 
0.01 nM pour la matriptase.6 L’importance du groupement « céto » a été démontré en synthétisant 






Figure I-15. Mécanisme d’inhibition proposé. 
 
Comme mentionné plus haut, les TTSP ont une préférence pour les résidus basiques en P1 (lysine ou 
arginine).6 Un changement pour la lysine augmente considérablement la constante d’inhibition (Ki = 9.5 
nM vs 0.1 nM). Le changement de stéréochimie en P1 d’une L-arginine pour une D-arginine diminue la 
puissance d’un facteur de 400 (Ki =4.6 nM).6 Il a été démontré par modélisation que L-arginine en P1 
est hautement stabilisé par des ponts hydrogènes avec les résidus Ser800, Gly827 et Gly829 en S1 de la 
matriptase (figure I-16). La pochette S2 peut accommoder de petits et de gros résidus (alanine, arginine 



















Figure I-16. L’inhibiteur RQAR-Kbt (en orange) dans le site actif de la matriptase (gris).6  
 
En 2014, avec l’aide du groupe du Pr Najmanovich, nous avons étudié la préférence de la matriptase-2 
pour différents acides aminés en P4-P2 à l’aide de modélisation in silico.7 Un inhibiteur s’est démarqué 
par sa puissance vis-à-vis de la matriptase-2 (Ki = 2.56 ± 0.20 nM), et celui-ci est 12 fois plus sélectif 
pour la matriptase-2 par rapport à la matriptase.7 Cet inhibiteur nommé Y-Y-V-R-kbt 























Figure I-17. Structure de Y-Y-V-R-Kbt. 
 
I.7 Le projet de recherche 
I.7.1. Problématique/hypothèse 
La matriptase-2, une protéase de la famille des TTSPs, est considérée comme une cible attrayante dans 
le traitement des maladies associées à la surcharge du fer, en raison de son rôle important dans 
l’homéostasie du fer. Tel que discuté précédemment, plusieurs groupes de recherche se sont penchés sur 
le développement d’inhibiteurs de la matriptase-2. Toutefois, la sélectivité de ces inhibiteurs est soit 
faible ou elle n’a pas été étudiée contre d’autres TTSPs. Les inhibiteurs naturels ont une masse molaire 
élevée (>1000 Da) et représentent donc un défi synthétique.  
 
Pour une application thérapeutique, l’inhibiteur doit présenter une puissante inhibition et une forte 
sélectivité pour la matriptase-2 par rapport aux autres protéases à sérine. L’hypothèse de recherche de 
ce travail est que le développement d’inhibiteurs puissants et spécifiques à la matriptase-2 permettrait 
de valider celle-ci comme cible thérapeutique pour les maladies reliées à une surcharge en fer tel que 




I.7.2. Les objectifs 
 
Objectif #1 : Modification des P2 à P4 de l’inhibiteur Y-Y-V-R-Kbt. 
 
Dans une étude précédente, notre groupe de recherche a optimisé in silico des inhibiteurs de matriptase-
2, utilisant en positions P2-P4 toutes les combinaisons d’acides aminés naturels.7 En partant du meilleur 
composé dans cette série, le travail présenté dans ce mémoire a pour objectif principal la découverte 
d’un inhibiteur de la matriptase-2 possédant une meilleure inhibition et sélectivité.  L’objectif ultime 
serait de raffiner ce dernier vers une application thérapeutique pour le traitement de l’hémochromatose 
et pour limiter les effets secondaires des nombreuses transfusions de la bêta-thalassémie.  L’inhibiteur 
précédemment trouvé (Y-Y-V-R-kbt (kétobenzothiazole) est le point de départ du projet. À cet 
inhibiteur, les positions P2 à P4 ont été modifiées par des acides aminés non-naturels et la position P1 
contenant une arginine a été conservé puisqu’il a déjà été démontré qu’elle était préférée à cette 
position. 
 
Le premier objectif de ce travail (chapitres 1 et 2) est le développement d’inhibiteurs 
peptidomimétiques de la matriptase-2. Afin d’étudier la relation structure-activité de la matriptase-2, 29 
composés ont été synthétisés. Les détails concernant la synthèse, l’activité inhibitrice, la stabilité et 
l’étude cinétique des composés sont présentés dans l’article intitulé « Modulating the Selectivity of 
Matriptase-2 Inhibitors with Unnatural Amino Acids », et soumis pour publication au journal European 
Journal of Medicinal Chemistry (Chapitre 1). Le deuxième chapitre présente une discussion plus 
approfondie de cette publication. 
 
Cet objectif se divise en quatre sous-objectifs principaux : 
 
o Sous-objectif #1.1. Concevoir et synthétiser des inhibiteurs de matriptase-2. 
o Sous-objectif #1.2. Caractériser le profil d’inhibition et la sélectivité des composés envers la 
matriptase-2 et la matriptase. 
o Sous-objectif #1.3. Caractériser le profil d’inhibition et la sélectivité des meilleurs composés 
(obtenus au sous-objectif #1.2) envers l’hepsine.  
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o Sous-objectif #1.4. Faire une analyse cinétique d’inhibition détaillée pour les meilleurs 
composés (obtenues au sous-objectif #1.3) afin de déterminer le mécanisme d’inhibition et les 
temps de résidence des composés. 
o Sous-objectif #1.5. Étudier la stabilité plasmatique des meilleurs composés chez la souris 
(modèle in vivo) 
 
Objectif #2 : Optimiser la synthèse des inhibiteurs peptidomimétiques 
 
Le deuxième objectif (chapitre 3) consiste à optimiser la méthodologie de synthèse de cette classe de 
composés. La synthèse des inhibiteurs se fait en solution (couplage, oxydation et déprotection finale) et 
en phase solide. La partie en solution nécessite des purifications, filtrations et extractions. En chimie 
médicinale, il est souvent souhaité de synthétiser un grand nombre d’analogues dans des délais très 
courts et avec un coût synthétique faible. Pour ces raisons, la synthèse en phase solide est préférée 
puisque c’est une méthode très rapide qui peut être appliquée facilement en parallèle. Un des premiers 
avantages de la phase solide est que le composé intermédiaire d’intérêt reste attaché sur la résine, ce qui 
élimine les étapes de purification. Un deuxième avantage est l’utilisation d’un excès de réactifs qui peut 
être éliminé facilement par lavage de la résine.  
 
Cet objectif se divise en deux sous-objectifs principaux : 
 
o Sous-objectifs #2.1 : Déterminer à quel endroit attacher l’inhibiteur d’intérêt sur phase solide. 
o Sous-objectifs #2.2 : Synthétiser un espaceur (en anglais : linker) pouvant attacher l’inhibiteur 
d’intérêt à la résine. Cet espaceur doit rester attaché tout au long de la synthèse des composés et 
doit pouvoir se cliver lors de la déprotection finale. 
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CHAPITRE 1 : SYNTHÈSE ET CARACTÉRISATION D’INHIBITEURS PUISSANTS ET 
SÉLECTIFS DE LA MATRIPTASE-2 
 
1.1. Rôle des auteurs 
 
La librairie d’inhibiteurs, les différentes synthèses et également les résultats biologiques sont décrits 
dans l’article « Modulating the Selectivity of Matriptase-2 Inhibitors with Unnatural Amino Acids ».1 
 
Les rôles des auteurs dans la réalisation de l’article sont les suivants : 
 
Dans cet article, j’ai synthétisé les 29 inhibiteurs présentés et fait tous les tests biologiques sur ceux-ci, 
plus spécifiquement les tests d’inhibition sur la matriptase et la matriptase-2. Le composé précurseur à 
cette étude a été initié par le Dr Éloïc Colombo dans sa thèse sur la matriptase et qui m’a encadrée 
lorsque j’ai démarré ma maîtrise. 
 
Les enzymes ont été produites par Antoine Désilets et Sébastien Dion (laboratoire du Pr Richard 
Leduc).  
 
J’ai effectué une recherche conformationelle sur tous ces inhibiteurs et fait les tests de docking, avec 
l’aide du Dr Pierre-Luc Boudreault et en utilisant le modèle développé par le Pr Rafael Najmanovich.  
Plusieurs points importants reliés à cette analyse de docking sont présentés dans l’article.  
 
Une étude cinétique sur les trois meilleurs inhibiteurs a été réalisée par le Dr François Béliveau et j’ai 
eu de l’aide du Dre Mariana Ghinet pour les études de stabilité des composés.  
 
J’ai rédigé l’article entièrement et il a été révisé par chacun des auteurs avant la soumission. Les Prs 
Richard Leduc et Éric Marsault sont mes co-directeurs de maîtrise. En résumé, 90% du contenu de 
l’article sont ma contribution scientifique, ainsi que la rédaction. 
 
La partie expérimentale de ce manuscrit est présentée à l’annexe 1. 
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1.2. Modulating the Selectivity of Matriptase-2 Inhibitors with Unnatural Amino Acids 
 
L’article suivant fut soumis à l’European Journal of Medicinal Chemistry, le 2 décembre 2016. Il a 
ensuite été accepté avec modifications mineures le 23 décembre 2016. 
 
Sommaire (version française) : La matriptase-2 est une protéase à sérine transmembranaire de type II 
(TTSP) majoritairement exprimée au niveau du foie. Son rôle est de maintenir l’homéostasie du fer via 
le clivage de l’hémojuvéline. Des mutations dans le gène TMPRSS6 (qui code pour la matriptase-2) 
provoque une anémie sévère (IRIDA : iron-refractory iron deficiency anemia). La synthèse 
d’inhibiteurs de la matriptase-2 devient alors une approche pharmaceutique très intéressante pour le 
traitement de maladies associées à un excès de fer comme l’hémochromatose ou la bêta-thalassémie.  
En partant de la structure cristalline de la matriptase, son plus proche homologue, un modèle 
homologique de la matriptase-2 a été créé dans le but d’optimiser une série d’inhibiteurs 
peptidomimétiques sélectifs et qui possèdent un piège à sérine. Plusieurs modifications en position P4, 
P3 et P2 par des acides aminés non-naturels nous ont permis de comprendre la relation structure-activité 
et la sélectivité. L’introduction d’acides aminés non-naturels a mené à une augmentation considérable 
de la stabilité plasmatique. Ces inhibiteurs représentent un outil très intéressant qui peut être utilisé 
comme preuve de concept dans des conditions avec un taux plasmatique élevé de fer.  
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ABSTRACT. Matriptase-2, a type II transmembrane serine protease (TTSP), is expressed in the liver 
and regulates iron homeostasis via the cleavage of hemojuvelin. Matriptase-2 emerges as an attractive 
target for the treatment of conditions associated with iron overload, such as hemochromatosis or beta-
thalassemia. Starting from the crystal structure of its closest homolog matriptase, we constructed a 
homology model of matriptase-2 in order to further optimize the selectivity of serine trap 
peptidomimetic inhibitors for matriptase-2 vs matriptase. Careful modifications of the P4, P3 and P2 
positions with the help of unnatural amino acids led to a thorough understanding of Structure-Activity 
Relationship and a >60-fold increase in selectivity for matriptase-2 vs matriptase. Additionally, the 
introduction of unnatural amino acids led to significant increases in plasma stability. Such compounds 
represent useful pharmacological tools to test matriptase-2 inhibition in a context of iron overload. 
 
INTRODUCTION. Serine proteases are involved in numerous biological processes [1]. Type II 
transmembrane serine proteases (TTSPs) are a subfamily of serine proteases characterized by an N-
terminal cytoplasmic tail followed by a transmembrane domain, a stem region and an extracellular C-
terminal serine protease domain that contains the canonical catalytic triad [2] composed of  histidine 
(His57), aspartic acid (Asp102) and serine (Ser195) [1]. TTSPs are divided in four subfamilies: 
HAT/DESC (human airway trypsin-like protease/differentially expressed in squamous cell carcinoma), 
hepsin/TMPRSS (transmembrane protease, serine), matriptase and corin [3]. 
In physiological conditions, the expression of matriptase-2 (encoded by the TMPRSS6 gene) is 
restricted to the liver, where it is found on the surface of hepatocytes with its substrate hemojuvelin 
(HJV) [4,5]. The cleavage of HJV by matriptase-2 has been shown to play a significant role in the 
regulation of iron homeostasis in mice and human [6–8]. Intact HJV acts as a co-receptor for 
BMP/SMAD signaling, which increases transcription of hepcidin, the major regulator of iron levels in 
circulation [7,9–13]. Hepcidin then binds to the iron transporter ferroportin, causes its degradation, 
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which leads to a reduction of iron transport to the bloodstream [14]. Matriptase-2 cleaves HJV at the 
plasma membrane of hepatocytes, acting de facto as a negative regulator of hepcidin expression [4]. 
Consistently, loss-of-function mutations of matriptase-2 in both mice and humans results in iron-
refractory iron deficiency anemia, a form of anemia which does not benefit from oral iron 
supplementation [15–17]. Iron overload diseases such as hemochromatosis and β-thalassemia are two 
important inherited blood disorders [18]. Currently, only two treatments are available: phlebotomy 
(bloodletting) for hemochromatosis, and iron chelators for β-thalassemia. However, these treatments are 
invasive or associated with significant side-effects, respectively [19]. Therefore, regulation of the 
hepcidin-activating pathway constitutes a promising approach to treat both diseases. Indeed, several 
studies in mice have shown that genetic reduction of TMPRSS6 levels ameliorates both 
hemochromatosis and β-thalassemia phenotypes, making matriptase-2 a potential therapeutic target for 
these iron overload disorders [20,21]. 
TTSPs possess different functions but similar substrate specificities [22]. Matriptase, structurally the 
most similar TTSP to matriptase-2, is one of the most studied TTSPs [23,24]. It is highly expressed in 
most epithelial tissues, where it exerts its main function in maintaining epithelial integrity [22]. The 
over-expression of matriptase has been linked to the progression of breast carcinoma [25] and other 
epithelial cancers [26]. Matriptase has also been linked to the replication of the influenza virus [27,28], 
and the progression of osteoarthritis [29]. A previous study demonstrated that mutation G827R in the 
catalytic domain of matriptase is associated with the development of autosomal recessive ichthyosis 
diseases with hypotrichosis in humans [30], whereas genetic knockout of matriptase in mice gives rise 
to animals presenting severe barrier defects that die shortly after birth. In this context, selectivity for 
matriptase-2 vs matriptase appears important if one ultimately wishes to tackle iron overload disorders 
using matriptase-2 inhibitors. 
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In the past few years, several groups reported different classes of matriptase-2 inhibitors using 
various scaffolds [31–36]. Most studies however did not report selectivity for matriptase-2 vs 
matriptase [33,34], or reported non-selective inhibitors [31,32,36,37]. To the best of our knowledge, the 
only selective matriptase-2 inhibitors were reported by Gitlin et al [35]. These belong to macrocyclic 
analogues of the Sunflower Trypsin Inhibitor 1, a bicyclic tetradecapeptide with molecular weight 
>1,500 Da. On the other hand, our group recently reported and used a new series of slow, tight-binding 
matriptase inhibitors designed based on the N-terminal portion of the auto-catalytic activation sequence 
of matriptase (Arg-Gln-Ala-Arg), flanked by a ketobenzothiazole serine trap on the scissile bond 
[27,38,39]. Subsequent in silico screening with all combinations of the 20 natural amino acids on the 
P4, P3 and P2 positions led to the identification of the Tyr-Tyr-Val-Arg-Ketobenzothiazole (Y-Y-V-R-
Kbt, compound 1, Figure 1-1) sequence as a potent inhibitor of matriptase-2 [40].  
 
Figure 1-1. (a) Generic scaffold of molecules used in this study; (b) Docking of inhibitor Y-Y-V-R-Kbt 
(1, orange) in the active site of matriptase-2 (grey). Residues that differ between the two enzymes are 
highlighted in cyan (matriptase-2) or pink (matriptase). (Image generated using MOE). 
 
Herein, we report a series of 29 potent peptidomimetic inhibitors of matriptase-2, in which positions 
P4, P3 and P2 were varied using unnatural amino acids. Inhibition constants (Ki) of the compounds 
were measured against matriptase-2 and its close homolog matriptase, with the goal to improve both 
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potency and selectivity. The most potent and selective compounds were further evaluated to determine 
their mode of action and dissociation half-time.  
 
RESULTS AND DISCUSSION.  
Homology modelling and docking. A homology model of matriptase-2 was built using MODELER 
[41] and GROMACS [42], starting from the published crystal structure of matriptase (PDB code 
3NCL), as described previously [40]. Using this model, five residues only were found to differ between 
the two enzymes in the otherwise identical substrate binding pockets of matriptase-2 vs matriptase: 
Ala757 vs Ser800 (S1), His665 vs Phe708 (S2), Glu712 vs Tyr755 (S3), Asp663 vs Phe706 and Leu785 vs Asp828 
(S4) [40]. The molecules synthesized below were docked into the above homology model and the 
crystal structure of matriptase to rationalize their mode of interaction with both enzymes (details of 
docking procedures can be found in the Supporting Information section). 
 
Structure-Activity Relationships. We previously reported a peptidomimetic inhibitor with a Ki of 
2.6 ± 0.1 nM for matriptase-2 and 12-fold selectivity vs matriptase (sequence Y-Y-V-R, analogue 1, 
Table 1-1, Figure 1-1). Using 1 as a reference, the P4, P3 and P2 positions (Schechter and Berger 
nomenclature, Figure 1-1) [43] were modified with unnatural and natural amino acids to explore 
structure-activity relationship (SAR), improve or conserve potency for matriptase-2, and improve 
selectivity vs matriptase. It has been shown by others and ourselves that arginine in P1 is the favored 
amino acid for matriptase and matriptase-2 [38,44,45], and for this reason the P1 was kept invariant at 
this stage. Likewise, in the present article the ketobenzothiazole was not modified because it provides 
excellent inhibition. Inhibition constants (Ki) for both recombinant proteases were determined as 
described in the experimental section, and selectivity ratios are reported as the ratio of Ki (matriptase) 
vs Ki (matriptase-2).   
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P4 modifications. Table 1-1 reports the influence of structural variations around position P4 of the 
Y-Y-V-R-Kbt scaffold (analogue 1) on inhibition and selectivity.   












1 Tyr  2.6 (±0.1) 32 (±4) 12 (±2) 
2 (H)Tyr  2 (±1) 34 (±2) 17 (±4) 
3 (H)Adamantane   6.0 (±0.3) 39 (±4) 6 (±1) 
4 (H)Leu  6 (±1) 28 (±3) 5 (±1) 
5 (H)Phe  1.74 (±0.02) 43 (±5) 25 (±3) 
a) Selectivity defined as Ki (Matriptase)/Ki (Matriptase-2).  
 
Firstly, removal of the N-terminal amino group was attempted in order to improve the proteolytic 
stability of the final compounds. Desamino-compounds are anticipated to be more biologically stable 
because the corresponding aminated products may be substrates of endogenous aminopeptidases. 
Indeed, whereas reference compound 1 was completely degraded after 24h in mouse plasma, its 
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desamino analogue 2 showed 40% presence of the parent compound in the same conditions (Figure 1-2) 
[46].  
 
Figure 1-2. Mouse plasma stability of analogues 1, 2, 8 and 29. 
 
Moreover, (H)Y-Y-V-R (analogue 2) possessed similar inhibition of matriptase-2 (Ki 2 nM) and a 17-
fold selectivity compared to reference compound 1 (Ki 2.6 nM, 12-fold selectivity). The influence of 
lipophilicity and steric bulk on position P4 was next explored. Thus, the Tyr residue was replaced by 
desamino-adamantane (analogue 3) and desamino-Leu (analogue 4). Results showed a small decrease in 
potency of both analogues against matriptase-2 (Ki 6.0 nM), which translated in a reduced selectivity. 
Hence, aromatic amino acids such as tyrosine are slightly favored compared to lipophilic amino acids 
on matriptase-2 at position P4, whereas both residues were equally tolerated by matriptase. To ascertain 
this further, Tyr was replaced by Phe (analogue 5), leading to a similar inhibition compared to Y-Y-V-
R-Kbt on matriptase-2 (Ki 1.74 nM). Concomitantly, a decrease in potency against matriptase (Ki 43 
nM) doubled selectivity compared to 1 (25-fold vs 12-fold).  
P3 modifications. The S3 subpocket was then probed with different types of amino acids (Table 1-2). 
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Table 1-2. Inhibition and Selectivity of P3-modified analogues.  
 


































2.1 (±0.2) 65 (±4) 31 (±5) 
a) Selectivity defined as Ki (Matriptase)/Ki (Matriptase-2). 
 
Replacement of Tyr by Phe in position P3 (analogue 6) decreased potency on both proteases (Ki 9 nM 
and 63 nM for matriptase-2 and matriptase, respectively), demonstrating the importance of the hydroxyl 
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group at position P3 on both enzymes. Analogue 7 with chloro substituent in position 3 of Phe 
displayed a potency similar to the reference compound on both protease (Ki 5 nM and 34 nM for 
matriptase-2 and matriptase respectively). To further explore S3 subpocket specificity, changes were 
implemented on the P3 position of analogue 5. Introduction of a 4-thiazolyl group in P3 (analogue 8) 
had a minor effect on inhibition of both proteases (Ki 1.2 nM and 12 nM for matriptase-2 and 
matriptase, respectively). On the other hand, introduction of a benzyl group on the phenol moiety 
(analogue 9) decreased potency for matriptase-2 (Ki 3.54 nM vs 1.74 nM for 5) and matriptase (Ki 71 
nM vs 43 nM for 5), reducing selectivity to 20. Finally, elongation of the side chain by one carbon atom 
using homophenylalanine (hPhe, analogue 10), preserved potency for matriptase-2 (Ki 2.1 nM) while 
decreasing potency for matriptase (Ki 65 nM), further improving selectivity to 32-fold in favor of 
matriptase-2. As represented in Figure 1-3, the selectivity of analogue 10 may be explained by the 
replacement of Glu712 in pocket S3 of matriptase-2 (cyan) by Tyr755 in matriptase (pink), which creates 





Figure 1-3. Docking of analogue (H)F-hF-V-R-Kbt (10) in the active site of matriptase and matriptase-
2. Matriptase and matriptase-2 are shown in grey, except for differing residues in pocket S3, where 
Tyr755 of matriptase is shown in pink and Glu712 of matriptase-2 in cyan. Residue Phe in position P3 of 
the inhibitor adopts different poses in matriptase-2 or matriptase. Green: (H)F-hF-V-R-Kbt (10) docked 
in matriptase; Orange: 10 docked in matriptase-2.  (Image generated using MOE).  
 












Table 1-3. Inhibition and Selectivity of aromatic P2-modified analogues. 
 





























13 (±2) 20 (±2) 2 (±0.4) 
15 Tyr-Tyr-Tyr 
 
1.1 (±0.1) 7 (±1) 6 (±1) 
16 Tyr-Tyr-(2-NaI) 
 









3.1 (±0.2) 5.6 (±0.3) 2 (±0.2) 
a) Selectivity defined as Ki (Matriptase)/Ki (Matriptase-2). 
 
Replacement of Val by the sterically demanding diphenylalanine (Dip, analogue 11) led to a significant 
decrease in potency for both proteases (Ki 340 nM and 1380 nM for matriptase-2 vs matriptase). This 
presumably creates a clash with His665 in the S2 subpocket (Figure 1-4), consistently with the 
preference of matriptase-2 for small aliphatic residues like Ala or Val in position P2 discussed by 
Wysocka et al [45].  
 
 
Figure 1-4. Docking of analogue (H)F-Y-Dip-R-Kbt (11) in the active site of matriptase-2. (H)F-Y-
Dip-R-Kbt (11) (orange) is shown in matriptase-2 (grey). Introduction of a sterically demanding 
diphenylalanine (Dip) residue in position P2 presumably creates a clash with His665 (blue) in the S2 
subpocket of matriptase-2. (Image generated using MOE). 
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Replacement of Val by His led to a decrease in potency for matriptase-2 (analogue 12, Ki 56 
nM) while preserving potency for matriptase (Ki 48 nM), reversing selectivity in this series. Knowing 
that matriptase-2 possesses a His665 residue in the S2 subpocket instead of the Phe708 residue for 
matriptase, this replacement presumably provokes an electrostatic repulsion between the two imidazole 
residues. Similar effects were observed with heterocycles such as thiazolyl or thienyl group (analogues 
14 and 17), decreasing selectivity toward matriptase-2. Likewise, replacement of Phe by 2-
naphthylalanine or Trp (analogues 16 and 18) reduced selectivity for matriptase-2. It also decreased 
with the addition of one or two hydroxyl groups (Tyr, analogue 15, (2,3-OH)Phe), analogue 13) on the 
aromatic ring of Phe. Altogether, aromatic modifications in position P2 failed to increase selectivity for 
matriptase-2 compared to reference compound 1.  
   The Val residue in position P2 was then replaced by branched aliphatic or polar amino acids, starting 

















Table 1-4. Inhibition and Selectivity of branched aliphatic P2-modified analogues. 







2.1 (±0.2) 65 (±4) 31 (±5) 
19 D-Val 
 
7 (±1) 240 (±43) 34 (±9) 
20 L-Leu 
 
5.2 (±0.1) 120 (±18) 23 (±4) 
21 L-Ile 
 
4 (±1) 230 (±8) 58 (±9) 
22 D-Ile 
 
5 (±1) 150 (±11) 30 (±5) 
23 L-allo-Ile 
 
2.6 (±0.3) 51 (±6) 20 (±5) 
24 D-allo-Ile 
 
690 (±82) 12000 (±1100) 17 (±4) 
25 Abu 
 
1.6 (±0.3) 21.0 (±0.3) 13 (±3) 
26 Nva 
 
2.3 (±0.2) 26 (±1) 11 (±1) 
27 (t-Bu)Gly 
 
560 (±200) 15000 (±3700) 27 (±16) 
28 L-Thr 
 
5.3 (±0.3) 120 (±27) 23 (±7) 
29 L-allo-Thr 
 
3.1 (±0.1) 200 (±1) 64 (±2) 
a) Selectivity defined as Ki (Matriptase)/Ki (Matriptase-2). 
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Replacement of Val by D-Val (analogue 19) decreased potency for both proteases (Ki 7 nM and 240 nM 
for matriptase-2 vs matriptase, respectively). Replacement by Leu (analogue 20) had no effect on 
potency or selectivity compared to Val. Interestingly, introduction of Ile (analogue 21) resulted in an 
important loss of potency for matriptase (Ki 230 nM) and a slight loss for matriptase-2 (Ki 4 nM), 
improving selectivity to 58-fold in favor of matriptase-2. Fine-tuning of side chain stereochemistry via 
replacement of L-Ile for D-Ile (analogue 22), L-allo-Ile (analogue 23) and D-allo-Ile (analogue 24) at the 
P2 position affected potency diversely on both proteases. L-allo-Ile (analogue 23) displayed a similar 
potency on both proteases compared to the reference (Ki 2.6 nM and 51 nM, for matriptase-2 and 
matriptase, respectively). Stereochemistry inversion (D-allo-Ile, analogue 24) led to an important 
decrease in potency for both proteases compared to the L-analogue (Ki 690 nM and Ki 12000 nM for 
matriptase-2 and matriptase, respectively). D-amino acids are not well tolerated in position S2 of 
matriptase-2, and even less in matriptase (analogue 19 or 24). Linear side chains such as aminobutyric 
acid (Abu, analogue 25) and Nva (analogue 26) displayed similar potency for matriptase-2 and 
matriptase compared to analogue 1. The bulkier tert-butyl glycine (analogue 27) in position P2 was 
associated with a drastic decrease in inhibition for both proteases (Ki 560 nM and Ki 15000 nM for 
matriptase-2 and matriptase, respectively), delineating the steric limits of the S2 subpocket. 
Introduction of directional H-bond donors in that subpocket via L-threonine (analogue 28) or L-allo-
threonine (analogue 29) was well tolerated, leading to the most selective inhibitor in this series with 
analogue 29 (Ki 3.1 for matriptase-2, 64-fold selective vs matriptase). Selectivity may be explained by 
hydrogen bond interaction between water, the hydroxyl group of L-allo-threonine (analogue 29) and 





Figure 1-5. Docking of analogue (H)F-hF-(allo)T-R-Kbt (29) in the active site of matriptase-2. (H)F-
hF-(allo)T-R-Kbt (29) (orange) is docked in matriptase-2 (grey). Selectivity may be explained by 
hydrogen bond formation between a molecule of water, the hydroxyl group of L-allo-threonine and 
His665 (blue) in the S2 subpocket of matriptase-2. (Image generated using MOE). 
 
Replacement of this residue by Phe708 in matriptase does not allow this positive interaction, 
translating into an increased selectivity for matriptase-2. Altogether, these results suggest that the 
binding pocket tolerates a certain degree of steric hindrance, and testifies to its asymmetry. It also 
demonstrates the preference of matriptase-2 for branched, lipophilic residues.  
 
Plasma stability. In order to assess the impact of unnatural amino acids in positions P4, P3 and P2 on 
stability of inhibitor 2, inhibitors 8 and 29 were incubated in mouse plasma. As demonstrated in Figure 
1-2, both compounds displayed significantly increased plasma stability compared to reference inhibitor 
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1 and its desamino congener 2, with >75% parent compound remaining after 24h incubation for both 
inhibitors, as opposed to 40% for 2 and 0% for 1. 
 
Kinetic analysis.  The kinetic parameters of the most potent compounds were determined using 
progress curve analysis. All compounds in this study harbor a ketobenzothiazole serine trap as the 
warhead, which is mechanistically expected to form a reversible, covalent bond in the form of a 
hemiketal with the catalytic serine residue of the protease [47]. Indeed, results from our previous studies 
using R-Q-A-R-Kbt showed that the compound acts as a reversible, slow tight-binding inhibitor of 
matriptase [38,39]. Similarly to hepatitis C serine protease inhibitors telaprevir and boceprevir which 
both possess a ketoamide serine trap [48], the proposed mode of action involves a two-step mechanism 
characterized by the initial rapid formation of a non-covalent enzyme-inhibitor complex, followed by 
the slower formation of a high affinity, tightly bound covalent complex.  
Simple steady-state analysis of substrate cleavage rate by the protease in the presence of inhibitors 
provides overall Ki but gives no detailed information on mechanism of inhibition or target dissociation 
half-time. These parameters were determined via progress curves analysis with the most potent 









Table 1-5. Inhibition constant, residence time and mechanism of selected inhibitors using Progress 
Curve Analysis. 
 










(H)Y-Y-V-R (2) 1.2 (±0.1) 0.4 (±0.01) 2-step 
(H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R (8) 0.4 (±0.04) 0.8 (±0.02) 2-step 








(H)Y-Y-V-R (2) 38 (±11) 0.04 (±0.04) 1-step 
(H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R (8) 4 (±1) 1.2 (±0.1) 2-step 
(H)F-hF-Abu-R (25) 20 (±3) 0 1-step 
a) t1/2 = 0.693 / koff. 
Initially, one- vs two-step mechanism was confirmed (Figure 1-6A), then Ki, Ki* and target dissociation 
half-time were determined. Time-course of product formation plotted as a function of time were fitted 








Figure 1-6. Detailed kinetic analysis (A) Model of inhibition according to the two-step (left) and one-
step mechanism (right). E: Enzyme, S: substrate, ES: enzyme-substrate complex, P: product, EI: 
enzyme-inhibitor complex, EI*: high affinity enzyme-inhibitor complex, E*: inactivated enzyme. (B) 
Example of progress curves obtained for analogue 2 with matriptase-2 following a two-step mechanism. 




Data fitting quality was evaluated by calculation of residuals (difference between measured and fitted 
data) for each model, and best fit was chosen as the mechanism of action to calculate kinetic 
parameters. To account for intrinsic loss of enzyme activity, an enzyme inactivation constant (kiE) was 
added to the models, which improved data fitting. Examples of progress curves are shown on Figure 1-
6B for analogue 2, following the two-step inhibition model (left panel). Very small residuals for 
reaction time were calculated, indicating very good curve fitting (lower panel).  
   Using this approach, compounds 2, 8 and 25 were shown to mechanistically act as slow, tight-binders 
that followed the two-step mechanism on matriptase-2. Indeed, following the residual protease activity 
over time in the presence of inhibitor, a diminution of velocity in time (curve) was observed, 
characteristic of the slow nature of the high-affinity, covalent bond formation (Figure 1-6B). 
Furthermore, previous results obtained by our group with matriptase and a ketobenzothiazole serine trap 
support the transient nature of the covalent bond since dilution of a high concentration enzyme-inhibitor 
complex results in the slow recovery of residual activity over time [38].   Importantly, formation of a 
transient covalent bond between the catalytic serine residue of the protease and the ketobenzothiazole 
serine trap was reported by others for thrombin [47]. All these observations strongly suggest the actual 
formation of a covalent reversible bond between ketobenzothiazole harboring compounds 2, 8 and 25 
and matriptase-2.  
   The calculated Ki (in case of two-step inhibitors, the dissociation constant representing the higher 
affinity complex, Ki
*) gave similar results compared to the steady-state analysis (Table 1-5). Analogue 8 
is the most potent matriptase-2 inhibitor, with a sub-nanomolar Ki
* of 0.4 nM and a dissociation half-
time of 0.8h (Table 1-5). The same analogue is also very potent for matriptase with a calculated Ki
* in 
the low nanomolar range (4 nM) and high dissociation half-time (1.2h). From our experience with slow, 
tight binding inhibitors possessing Ki in the low nM range, progress curve analysis over a long period 
yields more reliable results because it accounts for the slow association and dissociation rate of the 
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tightly bound complex. For analogues 2 and 25, potency was still very good for matriptase-2, with Ki
*
s 
of 1.2 nM and 1.5 nM and dissociation half-time of 0.4h and 0.3h, respectively. Interestingly, these two 
compounds do not follow the two-step model of inhibition on matriptase, suggesting that the covalent, 
high affinity complex may not be formed. This is reflected by Ki > 20nM and a dissociation half-time in 
the order of seconds (Table 1-5). The selectivity calculated with Ki obtained from progress curves 
analysis with these three compounds gave similar results to that calculated using steady-state cleavage 
rate. These results confirm that the best analogues are potent, tightly bound matriptase-2 inhibitors with 
long target dissociation half-time and mechanistically suggests the formation of a covalent-reversible 
bond between inhibitor and the protease. 
 
CONCLUSION. In summary, we present herein the SAR analysis of slow, tight binding inhibitors of 
matriptase-2, a potential therapeutic target for the treatment of iron overload disorders. Careful 
modifications to the P4, P3 and P2 positions with unnatural amino acids increased selectivity for 
matriptase-2 vs matriptase, leading to a more thorough understanding of the structural tenants of 
selectivity between the two enzymes. Two low-nM, selective inhibitors, (H)F-hF-I-R-Kbt (21) and 
(H)F-hF-(allo)T-R-Kbt (29) possessing >55-fold selectivity in favour of matriptase-2 were identified. 
Molecular modeling was instrumental to better rationalize selectivity results, and kinetic parameters 
support a two-step inhibition consistent with the proposed mechanism. The use of a serine trap 
contributed to high affinity and long target dissociation half-time, two characteristics that could be 
advantageous in a therapeutic context [49]. Finally, replacement of residues in positions P4, P3 and P2 
with unnatural amino acids significantly increased plasma stability. This is the first report of semi-
peptidic inhibitors selective and potent for matriptase-2. Subsequent steps include to assess the 
modulation of secreted hepcidin level by the best inhibitors in cultured human hepatocytes, and 
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confirmation of effect in vivo using murine models of iron overload, with measurements of circulating 
iron and hepcidin levels. These will be reported in due course.  
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CHAPITRE 2 : INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 
Cette section représente un élargissement de la discussion présentée dans l’article : « Modulating the 
Selectivity of Matriptase-2 Inhibitors with Unnatural Amino Acids» présenté à la section 1.2, sur les 
résultats obtenus.  
 
2.1. Résumé de la relation structure-activité 
 
2.1.1. Les modifications en position P4 
Grâce aux différents analogues synthétisés, nous avons pu établir quelques points importants 
concernant la relation structure-activité des inhibiteurs de la matriptase-2. Dans un premier lieu, la 
fonction amine terminale de l’inhibiteur Y-Y-V-R-Kbt a été retirée pour augmenter la stabilité face aux 
aminopeptidases. Toutefois, cette modification amène un faible gain en stabilité plasmatique dans le 
plasma de souris, notre modèle in vivo (figure 1-2).  La différence en stabilité s’observe seulement après 
24h où il y a toujours 40% d’inhibiteur intact (H)Y-Y-V-R-Kbt comparativement à Y-Y-V-R-Kbt qui a 
complètement disparu.  
 
Le choix d’enlever l’amine terminale s’avérait être très risqué du point de vue de l’activité inhibitrice 
puisqu’on observe une interaction entre celle-ci et la matriptase-2. En effet, il y a un pont hydrogène de 

























Figure 2-1. Interaction entre l’amine terminale de l’inhibiteur Y-Y-V-R-Kbt et Gln740 en position P4. 
L’inhibiteur Y-Y-V-R-Kbt est en vert. Le résidu Gln740 sur la matriptase-2 est en bleu.  
 
 Étonnamment, la version désamino ((H)Y-Y-V-R-Kbt) s’avère tout aussi puissante sur la matriptase-2. 
Cela s’explique par le fait que les ponts hydrogènes apportent surtout de la spécificité à une enzyme et 
ne contribuent pas toujours à l’ajout d’énergie libre de liaison.13 Lors de la liaison entre l’accepteur et le 
donneur, il y a un coût énergétique important lors de la désolvatation des deux espèces. Le gain en 
énergie obtenu lors de l’interaction ponts hydrogène devient alors négligeable.13   
 
On observe également un résultat intéressant avec le composé 5 qui contient un desamino-
phénylalanine ((H)Phe) en position P4. Cette modification avait pour but d’augmenter la lipophilicité de 
l’inhibiteur pour notre application thérapeutique. En effet, il est important que le composé se rende au 
foie puisque c’est l’endroit où la matriptase-2 est majoritairement exprimée. Dépendamment du mode 
d’administration, le composé devra franchir des membranes cellulaires lipophiles.  
 
Cette modification structurale conduit à un faible gain en sélectivité pour la matriptase-2 (25, pour 
(H)F-Y-V-R-Kbt vs 17, pour (H)Y-Y-V-R-Kbt) qui s’explique par la perte d’un pont hydrogène entre 
le phénol et le résidu Gln783 de la matriptase (figure 2-2). Comme énoncé plus haut, la formation d’un 
pont hydrogène entre l’inhibiteur et la cible induit une spécificité. L’affirmation inverse est également 
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vraie. La perte de cette interaction entraîne une perte de spécificité du composé envers la matriptase ce 
qui augmente la sélectivité pour la matriptase-2.  
 
 
Figure 2-2. Une interaction pont hydrogène entre la tyrosine en position P4 et Gln783 de la matripase. 
 
On peut conclure qu’à cette position, les analogues possédant des dérivés aromatiques (tyrosine ou 
phénylalanine) ont une meilleure sélectivité et également une meilleure puissance sur la matriptase-2. 
Cette préférence peut être expliquée par la présence d’interactions aromatiques à cette position pour les 
deux TTSPs.  
 
2.1.2. Les modifications en position P3 
À cette position, il est possible de moduler la sélectivité pour la matriptase-2 (vs la matriptase). 
Lorsqu’il y a un résidu stériquement encombré en position P3 ((BnO)Phe ou hPhe), on observe une 
sélectivité similaire ou légèrement supérieur à l’analogue de référence (Y-Y-V-R-Kbt) possédant une 
tyrosine. Comme énoncé dans la publication, l’encombrement stérique causé par le résidu Tyr755 en S3 
de la matriptase provoque une importante augmentation de la constante d’inhibition (Ki). Ce résidu est 
remplacé par un résidu plus petit (Gln712) sur la matriptase-2, qui tolère bien les gros résidus en position 
P3. Basé sur cette découverte, il est probablement possible d’augmenter davantage la sélectivité pour la 




2.1.3. Les modifications en position P2 
C’est à cette position que le plus grand nombre d’analogues a été synthétisé. Un point important est la 
perte complète de l’affinité pour la matriptase-2 lorsqu’il y a un résidu stériquement encombré comme 
la diphénylalanine ou même un groupement tert-butyle. Cela semble être une pochette de faible volume 
où une variation minime peut affecter énormément l’activité inhibitrice. Au début du projet, plusieurs 
acides aminés naturels ou non ont été testés. Des résidus aromatiques ((2,3-OH)Phe, (thiazol-4-yl)Ala, 
Tyr, 2-NaI, (thien-2-yl)Ala, Trp, His) possédant un environnement chimique très différents ont été 
tentés, mais dans tous les cas, la valine à cette position s’avérait être un inhibiteur plus puissant et 
sélectif pour la matriptase-2. C’est pourquoi on s’est surtout intéressé à l’incorporation de dérivés 
proches de la valine (Leu, Ile, Abu, Nva, Thr).  
 
Finalement, grâce aux différentes modifications aux positions P4-P2, deux composés très intéressants 
ont été obtenus: (H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R-Kbt et (H)F-hF-(Allo)T-R-Kbt. Le premier composé 
augmente considérablement la puissance face à la matriptase-2 qui se situe maintenant dans le 
picomolaire. Avec le second composé, la sélectivité comparativement à la matriptase a été augmentée 
par un facteur de 5. Ces deux composés donnent également des résultats très intéressants point de vue 
stabilité plasmatique chez la souris (figure 1-2). Après 24h, on observe encore plus de 70% 
d’inhibiteurs intacts dans le plasma.  
 
2.2. Étude cinétique 
Les inhibiteurs synthétisés possèdent une fonction cétobenzothiazole qui agit comme piège à sérine. Un 
inhibiteur précédemment synthétisé (R-Q-A-R-Kbt) par notre groupe a été démontré comme étant un 
inhibiteur réversible, lent et de type covalent.  Dans notre étude, le mécanisme d’inhibition des trois 
inhibiteurs les plus puissants a été élucidé (tableau 1-5). Un premier résultat intéressant est le fait que 
ces trois inhibiteurs passent par un mécanisme en deux étapes, caractéristique de la formation d’un lien 
covalent réversible avec l’enzyme.128,129 Ce type de mécanisme passant par la formation d’un lien 
covalent réversible augmente significativement le temps de résidence. Ce résultat est très intéressant 
puisqu’ayant un temps de résidence plus long sur la TTSP, il y a une possibilité plus faible pour 
l’inhibiteur de se faire dégrader. En effet, si le temps de résidence était plus court, l’inhibiteur libre est 
plus sujet à se faire métaboliser.  
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D’un autre côté, les deux composés (H)Y-Y-V-R-Kbt (2) et (H)F-hF-Abu-R (25) sont également 
intéressants puisqu’ils passent par un mécanisme à une étape sur la matriptase. Ils ont alors un temps de 
résidence beaucoup plus faible et de ce fait, on s’attendrait à avoir moins d’effets indésirables relié à 
l’inhibition de cette TTSP.  
2.2. Sélectivité pour la matriptase-2 comparativement à l’hepsine 
Comme mentionné dans l’introduction, il est très important d’être sélectif pour la matriptase-2 
comparativement aux autres TTSP afin d’éviter des effets secondaires non-désirés. Après avoir étudié la 
sélectivité sur la matriptase, nous nous sommes intéressés à l’hepsine qui, tout comme la matriptase-2, 
est exprimée majoritairement dans le foie. Le tableau 2-1 représente les constantes d’inhibition (Ki) 
obtenues sur l’hepsine pour les inhibiteurs les plus puissants de la matriptase-2. Cinq composés 
semblent légèrement sélectifs pour matriptase-2 (sélectivité >5) lorsque comparés à l’hepsine. 
 
Le retrait de l’amine terminale et du groupement hydroxyle en position P4 a un effet important sur 
l’inhibition de l’hepsine comparativement à la matriptase-2. En effet, on conserve la même puissance 
pour la matriptase-2 tandis que pour l’hepsine la constante d’inhibition est doublée. Il est toutefois 
difficile d’expliquer ces résultats puisque les Ki pour les deux TTSP sont très similaires.  
 
Au niveau de la position P2, la stéréochimie L vs D semble importante autant pour l’hepsine que la 
matriptase-2.  Toutefois, un changement de la L-valine pour la D-valine augmente le Ki de l’hepsine 
d’un facteur 8. Contrairement aux résultats obtenus sur la matriptase, les différents dérivés de valine 
affectent peu l’affinité pour l’hepsine et conséquemment, on n’observe aucune augmentation de la 
sélectivité. C’est avec l’inhibiteur (H)F-hF-(allo)T-R (29) qu’on observe la plus grande sélectivité entre 
la matriptase-2 et l’hepsine. C’était également ce même inhibiteur qui avait la plus grande sélectivité 









Tableau 2-1. Sélectivité des inhibiteurs les plus puissants pour la matriptase-2 comparée à l’hepsine. 
 






Y-Y-V-R (1) 2.6 (±0.1) 5.1 (±0.1) 2.0 (±0.1) 
(H)Y-Y-V-R (2) 2 (±1) 13 (±1) 6.5 (±0.3) 
(H)F-Y-V-R (5) 1.74 (±0.02) 15 (±1) 8.6 (±0.1) 
(H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R (8) 1.2 (±0.1) 2.3 (±0.3) 2 (±0.2) 
(H)F-(BnO)F-V-R (9) 3.5 (±0.3) 8.4 (±0.3) 2 (±0.1) 
(H)F-hF-V-R (10) 2.1 (±0.2) 11 (±2) 5.1 (±0.2) 
(H)F-hF-(D)V-R (19) 7 (±1) 38 (±4) 5.4 (±0.2) 
(H)F-hF-I-R (21) 4 (±1) 9 (±1) 2.2 (±0.3) 
(H)F-hF-(allo)I-R (23) 2.6 (±0.3) 2.1 (±0.2) 0.8 (±0.2) 
(H)F-hF-Abu-R (25) 1.6 (±0.3) 6 (±1) 3.7 (±0.3) 
(H)F-hF-(allo)T-R (29) 3.1 (±0.1) 28 (±2) 9.3 (±0.1) 
a) La sélectivité est définie comme Ki (Hepsine)/Ki (Matriptase-2). 
 
Un autre fait important à considérer est la présence du résidu Tyr301 en position S3 de l’hepsine. Ce 
résidu est également présent sur la matriptase, mais il est remplacé par Glu712 sur la matriptase-2. La 
hausse de sélectivité observée pour quelques inhibiteurs dont (H)F-hF-I-R-Kbt (10) possédant une 
homophénylalanine en position P3 peut être causée par cette tyrosine en S3 (Figure 2-3). En effet, un 
résidu volumineux à cette position semble augmenter légèrement le Ki de quelques inhibiteurs sur 
l’hepsine.  
 
Toutefois, il y a une diminution de sélectivité avec l’inhibiteur (H)F-(BnO)F-V-R (9), qui possède lui 
aussi un gros résidu en position P3. Je crois que la même conclusion peut se faire pour ce dernier mais, 
le résidu (BnO)F semble moins favorable en position P3 de la matriptase-2. De manière générale, il est 
probablement possible d’augmenter la sélectivité pour la matriptase-2 avec de gros résidus en position 
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P3, mais on peut également perdre l’affinité si la taille dépasse une certaine limite permise en S3 sur la 
matriptase-2.   
 
Figure 2-3. Recherche conformationelle de (H)F-hF-I-R-Kbt dans la matriptase-2 (cyan) 
comparativement à l’hepsine (rose). Les résidus qui diffèrent sur les deux TTSP sont également 
montrés dans les mêmes couleurs. 
 
 
Avec cet étude, il a été possible d’améliorer notre compréhension vis-à-vis la SAR de la matriptase-2. 
Des efforts sont en cours pour cristalliser la matriptase-2 afin d’obtenir un meilleur modèle pour nous 
permettre de rationaliser davantage les résultats obtenus.  
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CHAPITRE 3 : DÉVELOPPEMENT DE LA SYNTHÈSE EN PHASE SOLIDE 
3.1. Introduction 
Dans cette section, on décrit un deuxième projet effectué durant ma maîtrise, visant à optimiser la 
synthèse des différents inhibiteurs. Le but premier était de pouvoir effectuer la synthèse exclusivement 
en phase solide. Les réactions précédemment faites en solution (couplage, oxydation et déprotection) 
seront faites en phase solide (schéma 3-1). En utilisant la phase solide, il est alors possible de 
synthétiser plus d’analogues en parallèle dans un temps plus court.130 
 
Schéma 3-1. La synthèse des inhibiteurs.  
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Réactifs et conditions. (a) DIPEA, DCM; (b) Fmoc-Tyr(OtBu)-OH, HATU, DIPEA, DMF; (c) 
DMF/Pipéridine (80/20); (d) Boc-Tyr(OtBu)-OH, HATU, DIPEA, DMF; (e) DCM/HFIP (80/20); (f) 3-
3, HATU, DIPEA, DMF, 84%; (g) DMP, DCM, 48%; (h) TFA/H2O (95/5); (i) Prep HPLC, 35%. 
3.2. Stratégie basée sur l’utilisation d’un espaceur 
Un des grands défis des réactions en phase solide est de trouver par quel moyen attacher le premier 
résidu sur la résine et quel est ce premier résidu. L’attachement du premier résidu, un choix stratégique 
similaire à l’utilisation du bon groupement protecteur en synthèse classique, se fait souvent au niveau 
d’un groupement acide carboxylique dans le cas de la synthèse peptidique. Par contre, dans notre cas, 
l’acide carboxylique des inhibiteurs est transformé en cétobenzothiazole en fin de synthèse. 
 
Une stratégie possible est d’ajouter le groupement benzothiazole après le clivage du substrat de la 
résine, mais cette dernière étape se ferait en solution. Étant donné que nous désirons une méthode de 
synthèse strictement en phase solide, nous n’avons donc pas le choix d’attacher notre molécule d’intérêt 
par une chaîne latérale d’un acide aminé. Il est possible d’attacher un groupement hydroxyle d’une 
sérine, thréonine ou encore tyrosine à une résine de Wang en utilisant une réaction de Mitsunobu131 ou 
en utilisant simplement la résine 2-chlorotrityle.132 Cette dernière résine peut également être utilisée 
pour attacher la chaine latérale d’un résidu lysine, cystéine ou tryptophane.132  
 
Dans le cas présent, les acides aminés aux positions P4 à P2 varient d’une synthèse à l’autre et donc ne 
peuvent être utilisés pour l’attachement sur la résine. Par contre, l’arginine en P1 est invariante dans 
tous les inhibiteurs et représentait une option intéressante pour l’attachement sur support solide. 
Toutefois, la fonction guanidine ne peut être attachée directement sur la résine, car cette dernière 
conserverait une réactivité suffisante lors des couplages peptidiques pour mener à des réactions 
indésirables. Le groupe de Bernhardt et al a rapporté l’attachement de l’arginine par sa chaîne latérale 
sur une résine 2-chlorotrityle.132 Toutefois, le clivage acide de la résine a conduit la formation de 
plusieurs impuretés. 
 
Une option intéressante s’avère être l’utilisation d’un espaceur (linker) pour attacher la fonction 
guanidine. Cet espaceur doit pouvoir s’attacher à une résine fonctionnalisée de manière semi-
permanente, souvent avec un lien amide stable et il doit pouvoir se lier temporairement au premier 
résidu, par exemple, la guanidine (figure 3-1).133 Il doit être stable chimiquement et rester attaché lors 
des différentes réactions subséquentes (couplage, déprotection et oxydation, dans notre cas). Il doit 
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également se cliver de la molécule d’intérêt lors de la déprotection finale, idéalement en conditions 
acides permettant de le cliver lors de la déprotection des groupes protecteurs des chaînes latérales. À 
cette étape, il peut rester ou non attaché sur la résine. Un traitement acide est considéré comme une 
méthode de clivage très pratique, mais il existe également des espaceurs pouvant être clivés dans des 












Figure 3-1. Le concept de l’espaceur 
 
La plupart du temps, l’espaceur est attaché à une amine terminale ou dans de rares cas à un groupement 
sur une chaîne latérale.135 La première idée était d’attacher un piège à sérine (molécule 3-3, schéma 3-1) 
sur phase solide. Il existe toutefois peu d’espaceurs connus pour attacher des fonctions guanidines. Cet 
attachement peut seulement être fait par l’utilisation d’un dérivé de groupements protecteurs.136–138 
Parmi les 13 acides aminés protéinogéniques qui requièrent une protection sur la chaîne latérale, 
l’arginine est le cas le plus problématique. Il existe de nombreux groupements protecteurs connus pour 
le résidu arginine, dont le 2,2,5,7,8-pentaméthylchroman-6-sulfonyle (Pmc)139 et le 2,3,4,6,7-
pentaméthyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle (Pbf), ce dernier étant utilisé le plus couramment en 
synthèse de peptides utilisant la stratégie Fmoc.140 
 
3.2.1. L’espaceur dérivé du Pmc 
Notre choix s’est arrêté sur un espaceur compatible avec le groupement protecteur Fmoc présent lors 
des différents couplages et déprotections d’acides aminés. García et al ont proposé l’utilisation du 
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Schéma 3-2. Synthèse de l’espaceur dérivé du Pmc. 
 
Réactifs et conditions. (a) Voir tableau de conditions ; (b) Isopropylidène malonate de diéthyle, 
K2CO3, DMF, 130°C, 30-40% ; (c) H2, Pd/C, EtOH, quant.; (d) Acide chlorosulfonique, DCM;  
 
n commençant avec le 2,3,5-triméthylphénol (3-5), la première étape consistait à former un aldéhyde en 
position ortho de l’alcool (2-hydroxy-3,4,6-triméthylbenzaldéhyde). L’article rapportait un rendement 
de 93% d’un mélange de 2-hydroxy (produit ortho, 3-6a) et 4-hydroxy (produit para, 3-6b) en utilisant 
les conditions dans le tableau 3-1 (entrée 1).138 Par la suite, les deux isomères (schéma 3-3) pouvaient, 
selon eux, être purifiés par cristallisation dans un mélange éthanol/eau. Ils obtenaient ainsi 71% du 






Schéma 3-3. La formylation du 2,3,5-triméthylphénol. 
 
Dans notre cas, avec les conditions énoncées plus haut, peu de produit désiré (3-6a) est obtenu même en 
augmentant le temps de réaction. Il n’y a pas de présence de produits secondaires, seulement du produit 
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de départ 3-5. Le chauffage n’a pas été une option puisque la sélectivité (ortho/para) aurait 
probablement diminué.  
 
Une alternative a été tentée parallèlement en utilisant du paraformaldéhyde, de la triéthylamine et du 
MgCl2 anhydre.
141 Le MgCl2 peut complexer l’alcool sur la molécule 3-5 et le paraformaldéhyde et 
ainsi favoriser l’attaque en position ortho (voir mécanisme proposé, schéma 3-4).141 Dans notre cas, le 
rendement global est de 25% pour les deux isomères (tableau 3-1). Il reste encore beaucoup de produit 
de départ et par UPLC-MS on remarque la présence de l’intermédiaire complexé avec le magnésium. 
Malgré un temps de réaction plus long et une augmentation de la température, la réaction n’évolue pas.  
 
L’isolation de la molécule 3-6a par recristallisation (éthanol/eau) tel qu’énoncé par García et al a été un 
échec. Les deux isomères précipitaient chaque fois et il était impossible d’isoler 3-6a. Environ 15% de 
produit désiré a été isolé et cela était suffisant pour continuer la synthèse (tableau 3-1).  Même si le 
rendement de cette réaction est faible, il était préférable de continuer et d’optimiser plus tard cette 
réaction advenant que cette voie de synthèse fonctionne. 
 
Schéma 3-4. Le mécanisme de formylation. 
 






Tableau 3-1. Différentes conditions essayées pour former majoritairement l’aldéhyde voulu 3-6a. 
 
Entrée Solvant Réactifs Temps Résultat obtenu 
1 DCM Cl2CHOCH3, TiCl4 4h Faible quantité (non isolée) 
2 ACN HO-(CH2O)n-H, Et3N, MgCl2 anhydre 24h 25% (15% 3-6a et 10% 3-6a/3-6b) 
 
 
La deuxième étape était la formation du noyau benzopyrane. Cette réaction a été effectuée en suivant 
une méthode modifiée tirée de Yamaguchi et al.142,143 Le rendement de cette réaction variait de 30 à 
40%. Si on utilisait un mélange d’isomères (50a/50b) comme produit de départ, l’isolation du produit 
désiré devenait impossible.  
 
Pour la réduction sous atmosphère d’hydrogène, un rendement quantitatif a été obtenu, comme indiqué 
dans la publication.138 Le même rendement quantitatif est observé pour la formation du chlorure de 
sulfonyle. L’espaceur 3-9 a été obtenu avec un rendement global d’environ 5% après 4 étapes (47% de 
rendement global énoncé dans l’article).138  
 
Pour ce projet, il était nécessaire de changer le groupement protecteur Mtr (4-méthoxy-2,3,6-
triméthylbenzènesulphonyle) sur le piège à sérine (molécule 3-3) pour protéger la fonction guanidine 
avec le nouvel espaceur (schéma 3-5). La molécule 3-3 a été déprotégée et l’intermédiaire 3-10 a 
immédiatement été remis en réaction puisqu’il est instable. L’amine de la chaîne principale a été 
protégée par un groupement allyle et la guanidine étant protoné, il n’y a eu aucun problème de 
sélectivité. Ce groupement protecteur (Alloc) a été choisi puis qu’il se clive facilement sur différentes 











Schéma 3-5. La stratégie de synthèse en utilisant l’espaceur dérivé du Pmc. 
 
Réactifs et conditions. (a) TFA:H2O (95:5) ; (b) Allyl chloroformate, NaHCO3, dioxane, H2O, quant. ; 
(c) 3-9, base, solvant (voir tableau d’optimisation) ; (d) DMP, DCM (e) KOH, EtOH, quant. 
 
Plusieurs conditions ont été testées lors de la réaction entre la molécule 3-11 et l’espaceur 3-9. Le 








Tableau 3-2. Différentes conditions essayées pour attacher la molécule 3-11 à l’espaceur 3-9 
 
Entrée Solvant Réactifs Temps Résultat obtenu 
1 DCM Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 2-10% 
2 DMF Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 0-4% 
3 THF Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 1-5% 
 
La réaction a toujours été réalisée sur petite quantité et analysée par UPLC-MS pour évaluer 
l’avancement. En présence d’une base forte comme NaOH, on observe par UPLC-MS le produit de 
départ 3-11 et l’espaceur 3-9 qui s’hydrolyse en acide sulfonique très rapidement (< 2 minutes). Cela 
explique pourquoi la réaction n’évolue pas même en laissant celle-ci pendant 48h. Pour éviter ce 
problème, des bases plus faibles ont également été tentées comme Et3N ou moins nucléophiles comme 
KHMDS, mais un rendement faible a toujours été observé. Et ce rendement n’est pas reproductible d’un 
essai à l’autre. 
 
Un faible rendement à cette étape ne peut être envisagé puisque cette méthode serait utilisée pour la 
synthèse de tous les analogues. Les faibles rendements obtenus dans les étapes précédentes et à cette 
étape ont mené à un changement d’espaceur.  
 
3.2.2. L’espaceur dérivé du Mtr 
Un nouvel espaceur utilisé par le groupe de Edwards et al dérivé du groupement Mtr s’avérait une 
bonne alternative (schéma 3-6).137 Le rendement global de synthèse rapporté de cet espaceur (85%) était 
beaucoup plus élevé que celui observé lors de la synthèse du dérivé Pmc (5%). Tout comme dans la 
précédente synthèse, le 2,3,5-triméthylphénol (3-5) a été utilisé. Dans un premier temps, une 
substitution nucléophile a été réalisée sur le phénol de départ. Le rendement pour mener au produit 
désiré 3-14 (85%) était excellent (75% reporté dans l’article). Par la suite, l’espaceur 3-15 a été 











Schéma 3-6. La synthèse de l’espaceur dérivé du Mtr. 
 
Réactifs et conditions. (a) 2-Bromoacétate d’éthyle, DMF, K2CO3, 85% ; (b) Acide chlorosulfonique, 
DCM, quant. 
 
Malheureusement, les rendements de couplage de l’espaceur 3-15 avec la molécule 3-11 (schéma 3-7) 
ne se sont pas avérés supérieurs à ceux observés avec le précédent espaceur 3-9 (schéma 3-5). Les 
différentes conditions essayées sont résumées dans le tableau 3-3. Même si la synthèse pour mener à 
l’espaceur était plus simple, on arrive à la même conclusion lors de l’ajout de celui-ci à la molécule 3-
11. L’espaceur 3-15 s’hydrolyse et la réaction n’avance plus. Même si on avait déjà remarqué ce 
problème, on voulait tout de même essayer la réaction puisque le groupe d’Edwards avait eu de bons 




Schéma 3-7. La stratégie de synthèse en utilisant l’espaceur dérivé du Mtr.  
 








Tableau 3-3. Différentes conditions essayées pour attacher la molécule 3-11 à l’espaceur 3-15. 
 
Entrée Solvant Réactifs Temps Résultat obtenu 
1 DCM Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 2-10% 
2 DMF Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 1-4% 
3 THF Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 1-5% 
 
Comme énoncé plus haut, on recherche une méthode de synthèse sur phase solide pour tous les 
inhibiteurs alors un si faible rendement n’est pas acceptable. Nous avons donc laissé de côté les 
stratégies utilisant un espaceur dérivé de groupement protecteur.   
 
3.3. Une stratégie basée sur la formation d’une hydrazine 
3.3.1. L’utilisation de la résine de Wang 
Le groupe de Vázquez et Albericio ont proposé la formation d’une résine semicarbazide pour attacher 
un dérivé d’acide aspartique.146 La résine de Wang est d’abord activée avec du carbonyldiimidazole 
(CDI). Ensuite, il y a formation d’une fonction semicarbazone par substitution nucléophile avec 
l’hydrazine protégée par un groupement Boc. Après déprotection du Boc avec de l’acide 
trifluoroacétique, la résine doit être neutralisée avec une solution de DIPEA-DCM (1 :19) pour 
finalement ajouter le dérivé d’acide aminé désiré.  
 
Le problème avec cette stratégie est qu’il est difficile de savoir si la réaction a fonctionné aux étapes a, 
b et c. On peut seulement vérifier la dernière étape de cette synthèse (d). La première étape (a) est une 
substitution nucléophile impliquant la résine de Wang 3-17 et du carbonyldiimidazole (CDI). Par la 










Schéma 3-8. La stratégie de synthèse basée sur la formation d’un lien semicarbazide avec la résine de 
Wang.  
 
Réactifs et conditions. (a) Carbonyldiimidazole (CDI), DMF, 3h; (b) Boc-NH-NH2, DMF, 3h; (c) 
TFA/DCM (50/50), 1h; (d) Boc-Arg(Pbf)-Kbt, DCM, 16h. 
 
Dans notre cas, après un clivage d’une petite quantité de l’intermédiaire 3-20 sur résine, aucun produit 
désiré n’a été observé. La réaction a été tentée sur le même intermédiaire proposé dans l’article à l’étape 
(d) et dans ce cas-ci, le produit désiré est observé. Donc, ce n’est pas un problème relié aux étapes a, b 
ou c, mais bien à l’intermédiaire en question. 
 
3.3.2. L’utilisation de la résine de Merrifield 
Dans ce même article, une autre stratégie de synthèse similaire est proposée, mais avec un meilleur 
rendement global. En effet, les auteurs énoncent que le rendement de la dernière étape (étape d, schéma 
3-8) n’est jamais plus élevé que 40%.146 Cette nouvelle stratégie consiste à former une résine 
hydrazinométhyle en traitant la résine de Merrifield 3-21 avec de l’hydrazine aqueux dans le DMF 
(schéma 3-9). L’incorporation du dérivé d’acide aspartique se fait à 80°C avec un rendement de 84%.  
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De notre côté, le résultat est le même qu’avec la résine de Wang. Le produit désiré n’est pas obtenu 
après clivage de l’intermédiaire 3-23 de la résine. Pourtant, cette synthèse fonctionne bien avec 
l’intermédiaire proposé dans l’article. 
  
Schéma 3-9. Stratégie de synthèse basée sur la formation d’une hydrazone en utilisant la résine de 
Merrifield. 
 
Réactifs et conditions. (a) Hydrazine aqueux, DMF, 16h; (b) Boc-Arg(Pbf)-Kbt, DCM, 16h.  
 
3.4. Une stratégie basée sur une réaction de guanidinylation. 
Une autre stratégie est de convertir une ornithine en arginine par réaction de guanidinylation sur l’amine 
de la chaîne latérale.147 Il existe plusieurs agents de guanidinylation pour synthétiser des guanidines 
protégées ou non, mais ceux-ci ne peuvent pas tous être utilisés en phase solide.148,149 Les agents de 
guanidinylation les plus utilisés sont les dérivés de thiourée, s-alkylisothiourée ou encore les dérivés 






Schéma 3-10. Différents agents de guanidinylation utilisés en phase solide. 
 
La première étape consistait à synthétiser le dérivé ornithine nécessaire à cette guanidinylation (schéma 
3-11). L’amide de Weinreb 3-25 a été formée à partir de Ddz-Orn(Boc)-OH 3-24 commercial. Le 
 80 
produit obtenu 3-25 a été ajouté au lithio-benzothiazole à -78°C avec des rendements variant de 80 à 
90%. Par la suite, il était nécessaire d’avoir l’amine de la chaîne principale déprotégée pour la future 
réaction de guanidinylation. Toutefois, le groupement protecteur Ddz (-dimethyl-3,5-
diméthoxybenzyloxycarbonyle) se retire en condition acide plus douce que le Boc (tert-
butoxycarbonyle). Il a donc fallu retirer le Ddz pour le remplacer par un autre groupement protecteur. 
Notre première idée était un groupement Fmoc puisqu’il s’avère très pratique pour les réactions de 
couplages et déprotections en phase solide. Toutefois, ce groupement s’est clivé lors de la réduction au 
NaBH4 de l’étape suivante (même à des températures sous 0°C). Nous avons alors choisi le groupement 
protecteur alloc qui se clive très bien sur résine et résiste à la condition de réduction subséquente avec 
des rendements quantitatifs. Par la suite, le groupement protecteur Boc a été retiré de l’intermédiaire 3-
28 pour ainsi obtenir l’amine libre 3-29 nécessaire à la guanidinylation.  
Schéma 3-11. Synthèse du dérivé ornithine nécessaire à la guanidinylation.  
 
Réactifs et conditions. (a) HN(Me)OMe, HATU, DIPEA, THF, 85%; (b) Benzothiazole, n-BuLi, THF, 
-78°C, 80-90%; (c) 2.5% TFA :DCM, 20 min., quant.; (d) Chlorure d’allyle, NaHCO3, THF:H2O (3:1), 
quant.; (e) NaBH4, MeOH, quant.; (f) 20% TFA :DCM, quant.  
 
3.4.1. La guanidinylation en utilisant l’espaceur dérivé du Mtr 
En ce qui concerne l’agent de guanidinylation, notre choix s’est arrêté sur le dérivé pyrazole déprotégé. 
Ce choix s’explique simplement parce qu’avec les dérivés s-alkylthiourée et thiourée, il est nécessaire 
d’ajouter du HgCl2 ou encore le réactif de Mukaiyama150 non nécessaire avec le dérivé pyrazole. Le 
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plan était de se servir de l’espaceur dérivé du Mtr 3-15 préalablement synthétisé plus haut avec de bons 
rendements pour pouvoir former un agent de guanidinylation qui serait protégé et attaché sur résine 
(schéma 3-12). Il était possible soit d’attacher l’espaceur sur la résine dès le départ ou après la réaction 
de guanidinylation. Comme il est plus facile de suivre l’évolution d’une réaction en solution, nous 
avons décidé de synthétiser l’agent de guanidinylation et la guanidinylation elle-même en solution. 
Nous étions inquiets d’obtenir encore une fois l’hydrolyse du chlorure de sulfonyle, mais finalement 
l’intermédiaire 3-30 a été obtenu avec un rendement quantitatif en utilisant la DIPEA comme base.  
Schéma 3-12. Une stratégie basée sur une réaction de guanidinylation en utilisant l’espaceur dérivé du 
Mtr 3-15. 
 
Réactifs et conditions. (a) 1H-pyrazole-1-carboximidamide•HCl, DIPEA, Dioxane ; (b) 3-29, DIPEA, 
DMF ; (c) LiOH, THF/Eau ; (d) Résine Chlorotrityl, DCM, DIPEA. 
 
Par contre, la guanidinylation en solution n’a jamais fonctionné malgré l’utilisation de plusieurs 
conditions (tableau 3-4). Le chauffage a également été essayé avec les différentes conditions et aucun 








Tableau 3-4. Différentes conditions essayées pour la réaction de guanidinylation de l’intermédiaire 3-
29 
 
Entrée Solvant Réactifs Temps Résultat obtenu 
1 DCM 1H-pyrazole-1-carboximidamide.HCl, DIPEA Jusqu’à 48h 0% 
2 DMF 1H-pyrazole-1-carboximidamide.HCl, DIPEA Jusqu’à 48h 0% 
3 Dioxane Et3N, NaOH, KHMDS Jusqu’à 48h 0% 
 
3.4.2. La guanidinylation en activant la résine 
En 2001, Zapf et al ont élaboré une méthode efficace pour faire des guanidinylations sur résine.151 Leur 
stratégie est d’activer la résine de Wang avec du p-nitrophénylchloroformate. En 2000, cette méthode 
avait été déjà présentée par le groupe de Ghosh et al.152 L’idée de ce dernier groupe était de traiter cette 
résine activée 3-33 avec un agent de guanidinylation, soit le dérivé pyrazole dans leur cas (schéma 3-
13).  
 
Zapf et al utilisent un agent de guanidinylation triflate beaucoup plus réactif, soit le réactif de Goodman 
qu’il synthétise sur phase solide (schéma 3-13). Tout d’abord, le Boc-guanidine réagit avec l’espaceur 
pour former une guanidine maintenant protégée 3-34. La triflation se fait sur la résine et résulte en la 
formation du réactif de Goodman attaché à un espaceur 3-35. Ce groupe reporte la guanidinylation de 













Schéma 3-13. La stratégie basée sur une réaction de guanidinylation sur résine activée. 
 
Réactifs et conditions. (a) Boc-guanidine, Et3N, DMF, DMAP, 15h; (b) Tf2O, Et3N, DCM, 6h, -78°C 
to 0°C; (c) 3-29, DCM, 16h. 
 
De notre côté, dû aux petites masses molaires, il était difficile de suivre ces réactions (étape a, b et c) 
par UPLC-MS. Des clivages de petites quantités de résine ont donc été réalisés après chaque étape et le 
produit brut a été analysé par RMN 1H. L’attachement de l’espaceur sur la résine de Wang semble avoir 
fonctionné puisque des signaux aromatiques étaient présents sur le spectre RMN 1H. Toutefois, le 
déplacement par la Boc-guanidine ne pouvait être suivi par RMN 1H ou même par UPLC-MS. Le 
spectre RMN 1H à cette étape ne comportait aucun pic et le filtrat de la réaction était jaune fluorescent 
(couleur caractéristique à l’espaceur), suggérant que le déplacement avait bien eu lieu.  La 
problématique de cette synthèse était surtout la triflation. À cette étape, il y a formation d’acide triflique 
(pka = -14.7) qui même à -78°C en présence de base, clive presqu’instantanément le produit de la résine 
de Wang. Ce phénomène est observable par la couleur des billes de résine qui passe d’une couleur 
beige-jaune à rouge et également par le fait qu’il n’y a plus aucun produit lors du clivage de la résine 
après cette réaction. Malgré les précautions prises, ajout de la triéthylamine (Et3N) en premier, ajout 
lent de l’anhydride triflique, température plus basse, le produit était clivé de la résine à chaque fois. La 
stratégie devait alors être revue.  
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3.4.3. La guanidinylation sans espaceur 
Depuis le début, différents agents de guanidinylation ont été essayés sans même d’abord tester lequel 
s’avérait être le meilleur choix pour notre synthèse. Un peu tard dans le projet, les trois différents agents 
connus (3-37, 3-39 et 3-41) ont été attachés sur la résine de Wang en parallèle (schéma 3-14). Par la 
suite, un clivage d’une petite quantité de résine et une RMN 1H du produit brut a été effectué pour 
analyser si cette réaction avait fonctionné. À ce moment, il était difficile d’analyser les spectres 
puisqu’il n’y a pas beaucoup de protons. En effet, en clivage acide (50 à 95% de TFA dans le DCM), il 
n’y a plus de groupements protecteurs Boc et les seuls protons qui restent sont ceux de la guanidine 
elle-même. 
 
Dans le cas du dérivé s-alkylthiourée 3-37, le signal du méthyle est présent en faible intensité sur le 
spectre RMN 1H. Pour le dérivé pyrazole-carboxamidine 3-39, les signaux des trois protons 
aromatiques étaient sur le spectre et avec l’intégration proportionnelle mais encore avec une intensité 
faible. Dans le cas du réactif de Goodman 3-41, aucun proton n’est présent sur la molécule formée et 
aucun signal n’était présent sur la RMN 19F. Les deux premiers agents de guanydinylation (3-37 et 3-
39) semblaient fonctionner contrairement au dernier (3-41). La réaction de guanidinylation sur les trois 
réactifs a tout de même été tentée pour valider notre supposition.  
 
Pour tester cette dernière réaction (schéma 3-14), une amine primaire simple et peu dispendieuse 
(phénéthylamine) a été utilisé pour ne pas entamer le réactif d’intérêt advenant un échec. Dans les deux 
premiers cas (3-38 et 3-40), les signaux RMN 1H caractéristiques au produit final désiré ont été 
observés, mais aucun pic n’était présent pour le réactif de Goodman (3-42). On pouvait alors conclure 
que les dérivés S-alkylthiourée et pyrazole sont de meilleurs agents de guanidinylation pour la synthèse 
en phase solide. 
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Schéma 3-14. La comparaison des trois agents de guanidinylation sur une amine simple. 
 
Réactifs et conditions. (a) Résine de Wang, DIAD, PPh3, THF, 48-72h. (b) Phényléthylamine (excès), 
DMF. 
 
Par la suite, cette guanidinylation sur résine devait être testée avec la molécule d’intérêt 3-29 (schéma 
3-15). Par RMN 1H et par UPLC-MS, la molécule voulue 3-44 a été obtenue dans les deux cas (dérivé 
S-alkylthiourée et pyrazole). Toutefois, la réaction avec le dérivé pyrazole 3-40 semble être plus propre 
(moins d’impuretés). Ce dernier a alors été choisi pour continuer la synthèse. Le seul problème observé 
avec cet agent est la non-complétion de la réaction. Cela a pu être corrigé par chauffage à 50°C pendant 








Schéma 3-15. Réaction de guanidinylation sur la molécule d’intérêt 3-29.  
 
Réactifs et conditions. (a) 3-29, Et3N, DMF, 12h; (b) TFA/DCM (95/5).  
 
Ayant la preuve que la guanidinylation fonctionne, la synthèse sur support solide pouvait être entreprise 











Schéma 3-16. La stratégie de synthèse basée sur une réaction de guanidinylation en phase solide. 
 
Réactifs et conditions. (a) 3-29, Et3N, DMF, 50°C, 12h; (b) Pd(PPh3)4, Phénylsilane, DCM, Argon; (c) 
Acide aminé 1, HATU, DIPEA, DMF; (d) DMF/Pipéridine (80/20); (e) Acide aminé 2, HATU, DIPEA, 
DMF; (f) DMF/Pipéridine (80/20); (g) Acide aminé 3, HATU, DIPEA, DMF; (h) DMP/DCM; (i) 
TFA/DCM (95/5); (j) Prep HPLC. 
 
L’étape suivante consistait à déprotéger la molécule 3-45 pour pouvoir ajouter les différents acides 
aminés désirés par réactions de couplages et de déprotections. Il a été possible de déprotéger le 
groupement alloc toutefois un problème est survenu. La masse molaire observée à l’UPLC-MS (M+H+ : 
400) ne correspondait pas au produit désiré 3-46 (M+H+ : 294). La différence de 106 pourrait être 
















Figure 3-2. La complexation du palladium par la molécule 3-46.  
 
L’empoisonnement du palladium par le soufre est un phénomène très commun.153,154 Pour décomplexer 
la molécule 3-46, une solution est de laver la résine avec d’autres composés soufrés. Plusieurs 
conditions ont été testées et sont énumérées dans le tableau 3-5.  
 
Tableau 3-5. Différentes conditions essayées pour décomplexer le palladium du composé 3-46. 
 
Entrée Solvant Réactifs  Temps 
1 DCM Mercaptoéthanol (excès), DIPEA (excès) 2 x 20 minutes 
2 DCM 2-aminoéthanethiol (excès), DIPEA (excès) 2 x 20 minutes 
3 DCM 2,2’-(éthylènedioxy)diéthanethiol (excès), DIPEA (excès) 2 x 20 minutes 
4 DCM N,N’-diméthylthiourée (excès) 2 x 20 minutes 
5 DCM EDTA 2 x 20 minutes 
 
Il est difficile de voir à l’UPLC-MS si les différentes conditions essayées permettent de décomplexer un 
peu de palladium puisque la molécule 3-46 complexée et non-complexée se situe dans un seul et unique 













La réaction de couplage subséquente a tout de même été tentée puisque jusqu’à présent, rien ne peut 
confirmer la complexation du palladium avec l’amine de la chaine principale hors de tout doute. La 
molécule 3-46 complexée a été couplée avec la Fmoc-alanine-OH et la Fmoc-phénylalanine-OH 
(schéma 3-17). Au départ, l’idée était de tester cette stratégie sur le R-Q-A-R-Kbt (inhibiteur de 
référence de la matriptase) et la Fmoc-phénylalanine-OH a été choisie simplement parce que c’est un 
composé visible en UV qui se voit bien en UPLC-MS. Dans les deux cas, le produit couplé (3-49 et 3-

















Schéma 3-17. Le couplage d’acides aminés simples sur phase solide. 
 
Réactifs et conditions. (c) Fmoc-alanine ou Fmoc-phénylalanine, HATU, DIPEA, DMF; (d) 
TFA/DCM (95/5). 
 
Est-ce que cette complexation se fait seulement sur le soufre et le groupement hydroxyle (cycle à 5) ou 
sur l’amine et le groupement hydroxyle (cycle à 5) ou sur les tous ces groupements en même temps? 
Plusieurs questions restent sans réponse. Dans un futur proche, il faudrait analyser une quantité connue 
de composé par ICP-MS. On pourrait déterminer si c’est bel et  bien du palladium qui complexe la 
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molécule et si oui, quel est le pourcentage de composé complexé. À ce moment, une investigation plus 
poussée pourrait être réalisée pour décomplexer la molécule 3-46 (d’autres conditions, temps de lavage 
plus long, etc.). Malgré ce problème de complexation, cette dernière stratégie simple et ayant de bons 






L’hémochromatose et la bêta-thalassémie sont deux maladies héréditaires associées à une augmentation 
considérable du taux de fer plasmatique chez les patients atteints. Les traitements actuels sont des 
saignées ou des injections sous-cutanées d’un agent chélatant à des fréquences hebdomadaires et même 
journalières dans des cas plus sévères. Ces traitements, malgré leur efficacité, sont très contraignants 
pour le patient.  
 
Il a été démontré dans plusieurs études que la matriptase-2 joue un rôle important dans la régulation du 
fer via le clivage de l’hémojuvéline. Ce clivage permet de moduler la production d’hepcidine, une 
protéine qui régule le taux de fer plasmatique. Ces études confirment alors que la matriptase-2 
représenterait une cible pharmacologique potentielle pour le traitement de l’hémochromatose et pour 
diminuer le taux de fer plasmatique élevé relié aux nombreuses transfusions d’hémoglobine effectuées 
chez un patient atteint de bêta-thalassémie.  
 
Dans cette étude, nous avons synthétisé une série de 29 analogues comportant 9 étapes de synthèse au 
total. Ces différents analogues ont permis une meilleure compréhension de la relation structure-activité 
de la matriptase-2. Le composé 8 ((H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R-Kbt) a été identifié comme le plus 
puissant sur la matriptase-2 avec une constante d’inhibition dans l’ordre du picomolaire. Des études in 
cellulo sur des cellules HEK293 transfectées ont démontré l’inhibition du clivage de l’hémojuvéline par 
la matriptase-2 lors de l’ajout de cet inhibiteur. Un résultat très intéressant étant donné que cette 
inhibition est également dose-dépendante.   
 
Ce composé a également été envoyé au laboratoire du Pr Manuella Santos (Université de Montréal) 
pour des études de toxicité et des études cinétiques chez la souris. L’étude est toujours en cours et nous 
espérons obtenir plus de réponses concernant l’utilisation de la matriptase-2 comme cible thérapeutique.  
 
La sélectivité de la matriptase-2 (vs matriptase) a été considérablement augmentée par le composé 29 
((H)F-hF-(Allo)T-R-Kbt). Comparativement à l’inhibiteur de référence (Y-Y-V-R-Kbt), la sélectivité 
est augmentée d’un facteur de 5 et une meilleure stabilité plasmatique chez la souris de ces deux 
composés (8 et 29) a été obtenue.    
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L’étude cinétique a permis de déterminer le mécanisme et le temps de résidence des trois composés les 
plus puissants sur la matriptase-2. Les inhibiteurs 2 ((H)Y-Y-V-R-Kbt) et 25 ((H)F-hF-Abu-R-Kbt) se 
démarquent par leur forte inhibition sur la matriptase-2 (dans le bas nM), leur long temps de résidence 
sur la matriptase-2 (30-40 minutes) et leur faible temps de résidence sur la matriptase (0-4 secondes). 
Ces résultats s’avèrent très intéressants pour cibler de manière sélective la matriptase-2.   
 
Malgré plusieurs problèmes rencontrés, l’optimisation de la synthèse des différents analogues est sur la 
bonne voie. Cette stratégie basée sur la phase solide nous permettra à terme de synthétiser plus 
d’inhibiteurs en parallèle dans un temps plus court. Nous pourrions alors continuer notre étude de 
structure-activité afin de cibler spécifiquement la matriptase-2. Dans un futur proche, il serait 
intéressant de synthétiser des inhibiteurs possédant un acide aminé volumineux en P3 pour pouvoir 
augmenter davantage la sélectivité pour la matriptase-2. Dépendamment de la géométrie de cet acide 
aminé, il serait peut-être possible d’être également sélectif vis-à-vis l’hepsine étant donné que cette 
TTSP et la matriptase possède une tyrosine à la position S3 contrairement à la matriptase-2.   
 
Il serait également intéressant d’évaluer la constante d’inhibition (Ki) des inhibiteurs synthétisés sur 
d’autres protéases à sérine. Des efforts sont également en cours pour quantifier in cellulo les niveaux 
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1. Synthetic procedures 
General methods: Amino acids and coupling reagents were obtained from Chem-Impex International 
(USA) and used as received. All other reagents and solvents were purchased from Sigma-Aldrich 
(Canada) or Fisher Scientific (USA). Tetrahydrofuran (THF) was dried over sodium benzophenone 
ketyl; DCM on over P2O5; Methanol over magnesium. Celite (AW Standard Super-Cel® NF) was 
obtained from Sigma-Aldrich (Canada). Thin layer chromatography was carried out on glass plates 
covered with silica gel (250 μm) 60 F-254 (Silicycle). Flash chromatography was carried out with 
Silicaflash® P60 (40-63 μm, Silicyle). Chlorotrityl Chloride (CTC) Resin was obtained from Matrix 
Innovation and usually used with a loading of 1.2 mmol/g. Reactions on resin were conducted in 60-mL 
polypropylene cartridges (obtained from Applied Separations, Allentown, PA) and Teflon stopcocks. 
Reactors were gently rocked on an orbital shaker at 172 rpm during solid phase chemistry. The resin 
was washed with the indicated solvent for 2-5 min with 10 mL solvent per gram of resin. Purity was 
analyzed on a Waters UPLC H-Class with UV detection PDA equipped with an Acquity UPLC CSH 
C18 1.7µm 2.1 x 50 mm2 column. MS spectra were recorded on a Waters SQD 2 detector (electrospray) 
instrument with a linear gradient of 5-95% CH3CN and H2O containing 0.1% formic acid. Final 
products were purified to > 95% purity (UPLC-UV) using a Waters Preparative LC (Sample Manager 
2767 (Fraction collector), Binary gradient module 2545, with two 515 HPLC pump and a System 
Fluidics Organizer (SFO), Photodiode Array Detector 2998: column X Select CSH Prep C18 5 µm 
OBD 19 x 250 mm2 column, buffer: A: 0.1% HCOOH in H2O, B: 0.1% HCOOH in ACN, Flow 20 
mL/min). The gradient was 10-60% of acetonitrile at a flow rate of 20 mL/min. All inhibitors were 




Scheme 1. General Solid-Phase method for the synthesis of tripeptide 1-29. 
 



















Scheme 2. Synthesis of tetrapeptidic analogues 1-29. 
 
Reagents and conditions: (a) HN(Me)OMe, HATU, DIPEA, THF, r.t., 92%; (b) Benzothiazole, n-
BuLi, THF, -78°C, 48%; (c) NaBH4, MeOH, -20°C, 74% (d) HCl/Dioxane, 1h, 99%; (e) HATU, 
DIPEA, DMF, r.t., 60%, (f) Dess-Martin periodinane, DCM, quant., (g) TFA:H2O (95:5), r.t. (h) 
reverses phase prep arative HPLC. 
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Warhead synthesis: Compound 32-36 was prepared as described in Duchêne et al., J. Med. Chem, 
2014, 57 (23), 10198-10204 with minor modification. 
Scheme 3. Synthesis of (H)Tyr(OtBu)-OH (40).  
 
Reagents and conditions: (a) Acetyl chloride, MeOH, 0°C, quant.; (b) Isobutylene, sulfuric acid, 
DCM, -78°C, 40%; (c) LiOH, Dioxane:H2O, MeOH, 90%. 
Methyl 3-(4-hydroxyphenyl)propanoate (38): To a solution of 3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid 
(2.50g, 15.04 mmol) in methanol (40 mL) were added dropwise 5.35 mL acetyl chloride (5.0eq, 75.20 
mmol) at 0°C. The reaction mixture was stirred over 1.5h at 0°C. After completion of the reaction, the 
mixture was concentrated in vacuo and ethyl acetate was added. The organic layer was washed with 
NaHCO3 (3 x 50 mL) and concentrated in vacuo to give methyl 3-(4-hydroxyphenyl)propanoate 38 
(2.70 g, 100%) as a colorless oil. UPLC-MS: 1.62 min, 100%. 1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 
7.08-6.94 (m, 2H), 6.80-6.64 (m, 2H), 3.69-3.49 (m, 3H), 2.87-2.70 (m, 2H), 2.60-2.45 (m, 2H). 13C 
NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 174.4, 155.8, 131.8, 129.3, 115.3, 51.1, 36.1, 30.2. MS (ES) m/z 
181.7 (M+H)+. HRMS calculated for C10H12O3: 203.0679; found: 203.0679 (M+Na)
+.  
Methyl 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)propanoate (39): To a solution of methyl 3-(4-
hydroxyphenyl)propanoate (4.50g, 24.99 mmol) in dry DCM (5 mL) in a sealed tube were added a few 
drops of sulfuric acid at -78°C. Isobutylene (approximately 60 mL) was condensed at the same 
temperature, the sealed tube was closed and the reaction mixture was stirred overnight at room 
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temperature. The sealed tube was opened and the mixture was allowed to warm up slowly to ambient 
temperature. The mixture was concentrated in vacuo and purified by flash chromatography 
(Et2O/Hexane 10:90 to 30:80) to give methyl 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)propanoate 39 (2.36g, 40%) as a 
white solid. UPLC-MS: 1.62 min, 98.09%. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.12-7.06 (m, 2H), 
6.93-6.87 (m, 2H), 3.67 (s, 3H), 2.92 (t, 2H), 2.62 (t, 2H), 1.33 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 
(ppm) 173.4, 153.7, 135.3, 128.7, 124.2, 78.2, 51.6, 35.9, 30.3, 28.8. MS (ES) m/z 237.7 (M+H)+. 
HRMS: calculated for C14H20O3: 259.1305; found: 259.1310 (M+Na)
+. 
3-(4-(tert-butoxy)phenyl)propanoic acid (40): To a solution of 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)propanoate 
(3.22g, 13.64 mmol) in a mixture of dioxane (40 mL), water (10 mL) and methanol (3 mL), was added 
lithium hydroxide (816 mg, 34.09 mmol). The reaction mixture was stirred overnight at room 
temperature. After completion of the reaction, the aqueous phase was acidified to pH 6 and ethyl acetate 
was added to the mixture. The organic layer was washed with HCl 0.1M (3x 50 mL), brine (1 x 50 mL) 
and concentrated in vacuo to give 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)propanoic acid 40 (2.72g, 90%) as a yellow 
oil. UPLC-MS: 1.46 min. 100%. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.15-7.07 (m, 2H), 6.96-6.89 (m, 
2H), 2.93 (t, 2H), 2.67, (t, 2H), 1.34 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) 179.1, 153.7, 135.0, 










Scheme 4. Synthesis of Fmoc-(S)-(2,3-OH)Phe-OH (45).  
Reagents and conditions: (a) Fmoc-OSu, NaHCO3, dioxane:H2O, 12h, 75%; (b) Benzyl bromide, 
K2CO3, DMF, 96%; (c) 2,2-Dimethoxypropane, APTS, benzene, reflux, 80%; (d) H2, Pd/C 10%, THF, 
quant. 
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (42):[50]  
Compound 42 was prepared as described in Song et al, J Med Chem, 2006, 49(5), 1585-1596. After 
completion of the reaction, the aqueous layer was cooled on an ice bath and acidified with 6 N HCl to 
pH 3. This aqueous solution was extracted with ethyl acetate. The combined organic layers were 
washed with brine and dried over anhydrous Na2SO4. Solvent was removed in vacuo. The crude was 
loaded onto a silica gel column and eluted with DCM/Hexane 90:10 to DCM/MeOH 96:4 to get N-
Fmoc-L-Dopa-OH 42 as a white solid (4.8g, 75%). UPLC-MS: 1.75 min, 95.88%. 1H NMR (400 MHz, 
CD3OD) δ (ppm) 7.74 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.56 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.35 (t, 2H), 7.30-7.22 (m, 2H), 6.75-
6.72 (m, 1H), 6.70 (d, 1H, J=8.0Hz), 6.60-6.53 (m, 1H), 4.42-4.34 (m, 1H), 4.32-4.07 (m, 3H), 3.06 
(dd, 1H, J=8.0, 4.0Hz), 2.86-2.77 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, CD3OD) δ (ppm) 176.1, 159.0, 146.9, 
145.8, 143.1, 130.6, 129.4, 128.8, 127.0, 126.9, 126.7, 126.6, 122.4, 121.5, 118.8, 117.9, 116.9, 69.1, 
68.7, 58.2, 57.6, 50.3, 50.2, 50.1, 49.9, 49.7, 49.4, 49.2, 49.0, 48.9, 39.1, 38.7. (ES) m/z 420.8 (M+H)+. 
HRMS: calculated for C24H21NO6: 442.1261; found: 442.1267 (M+Na)
+. 
Fmoc-L-Dopa-OBn (43): To Fmoc-L-Dopa-OH (10.6g, 25.29 mmoles) in DMF (300 mL) was added 
3.67g of potassium carbonate (1.05 eq, 26.55 mmol) at 0°C. The reaction was stirred for 10 minutes and 
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3.30 mL of benzyl bromide (1.1 eq, 27.82 mmol) was added dropwise. The reaction mixture was stirred 
overnight at room temperature. After completion of the reaction, ethyl acetate was added and the 
organic layer was washed with water (5 x 100 mL). The organic layer was concentrated in vacuo and 
purified by flash chromatography (AcOEt/Hexane 20:80 to 60:40) to give N-Fmoc-L-Dopa-OBn 43 as 
a colorless oil (11g, 96%). UPLC-MS: 1.72 min, 100%. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ (ppm) 7.75 (d, 
2H, J=8.0Hz), 7.57 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.35 (t, 2H), 7.31-7.19 (m, 7H), 6.71-6.67 (m, 1H), 6.65 (s, 1H), 
6.54-6.48 (m, 1H), 5.09 (s, 2H), 4.45-4.38 (m, 1H), 4.28-4.22 (m, 2H), 4.16-4.09 (m, 1H), 2.98 (dd, 1H, 
J=8.0, 4.0Hz), 2.88-2.78 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, CD3OD) δ  (ppm) 172.2, 157.0, 144.9, 143.9, 
143.8, 143.7, 141.1, 135.7, 128.2, 128.1, 127.8, 127.4, 126.8, 124.9, 120.3, 119.5, 115.9, 115.0, 66.7, 
66.5, 56.5, 56.0, 37.0, 36.7. (ES) m/z 510.9 (M+H)+. HRMS calculated for C31H27NO6: 532.1746; 
found: 532.1731 (M+Na)+. 
(S)-benzyl 2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(2,2-dimethylbenzo[d] [1,3]dioxol-5-
yl)propanoate (44): To N-Fmoc-L-Dopa-OBn (2g, 3.93 mmol) in benzene (100 mL) was added 4.82 
mL of 2,2-dimethoxypropane (10eq, 39.28 mmol) and 68 mg of p-toluenesulfonic acid (0.1eq, 0.39 
mmol). The reaction mixture was reflux with a Dean-Stark overnight. After completion of the reaction, 
ethyl acetate was added and the organic layer was washed with a saturated solution of NaHCO3 (3 x 70 
mL). The organic layer was concentrated in vacuo and purified by flash chromatography 
(AcOEt/Hexane 0:100 to 30:70) to give 44 (1.70g, 79%) as a white solid. UPLC-MS: 1.97 min, 100%. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.82-7.74 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.63-7.55 (t, 2H), 7.47-7.29 (m, 9H), 
6.60 (d, 1H, J=8.0Hz), 6.48 (s, 1H), 6.42 (d, 1H, J=8.0Hz), 5.34 (d, 1H, J=8.0Hz), 5.19 (s, 2H), 4.75-
4.65 (m, 1H), 4.49-4.42 (m, 1H), 4.41-4.34 (m, 1H), 4.24 (t, 1H), 3.05 (d, 2H, J=8.0Hz), 1.67 (s, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) 171.4, 155.6, 147.7, 147.3, 146.7, 146.6, 143.9, 143.8, 141.3, 
135.1, 128.7, 128.6, 128.5, 128.3, 127.7, 127.1, 126.0, 125.5, 125.2, 125.1, 124.9, 121.9, 120.0, 119.7, 
119.3, 118.0, 110.3, 109.7, 109.5, 108.2, 67.4, 67.3, 67.2, 67.1, 55.6, 55.0, 54.9, 54.4, 47.2, 47.1, 38.3, 
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38.0, 35.8, 25.9, 25.8. (ES) m/z 580.9 (M+H)+. HRMS: calculated for C34H31NO6: 572.2032; found: 
572.2044 (M+Na)+. 
(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(2,2-dimethylbenzo[d] [1,3]dioxol-5-
yl)propanoic acid (45): A solution of compound 44 (1.6g, 2.91 mmoles) and 10% Pd/C in anhydrous 
THF (25 mL) was stirred under an atmospheric pressure of hydrogen at room temperature for 14h. The 
catalyst was filtered off and the solvent evaporated to give compound 45 (1.3g, 100%). UPLC-MS: 1.72 
min, 97.22%. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.77 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.57 (t, 2H), 7.41 (t, 2H), 
7.36-7.29 (m, 2H), 6.69-6.62 (m, 1H), 6.60-6.52 (m, 2H), 5.24 (d, 1H, J=8,0Hz), 4.66 (quad, 1H), 4.52-
4.42 (m, 1H), 4.42-4.34 (m, 1H), 4.27-4.16 (m, 1H), 3.16-3.01 (m, 2H), 1.66 (s, 6H). 13C NMR (101 
MHz, CDCl3) δ  (ppm) 175.6, 155.8, 147.7, 146.7, 143.8, 143.7, 141.3, 128.3, 127.8, 127.1, 125.1, 
121.9, 120.0, 119.4, 118.1, 109.4, 108.3, 67.1, 54.6, 47.2, 37.4, 25.9, 25.8. (ES) m/z 460.8 (M+H)+. 
HRMS: calculated for C27H25NO6: 482.1574; found: 482.1584 (M+Na)
+. 
Scheme 5. Synthesis of 3-(naphtalen-2-yl)propanoic acid (46).  
Reagents and conditions: (a) 2-naphtaldehyde, pyridine: piperidine, quant.; (b) H2, Pd/C, AcOEt, 
MeOH, quant.  
Compound 47-48 was synthesized as reported in Kita et al, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123: 3214-3222.  
2. Biology 
Plasma stability 
27 L of mouse sodium heparin plasma (Cedarlane CLC8001H) and 6 μL of analogues in DMSO at a 
concentration of 5 mM (final concentration 0.3 mM) were incubated at 37 °C for 0.5, 1, 2, 6 and 24h. 
The proteolytic degradation was stopped by adding 70 μL of methanol. After vortexing and 
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centrifugation at 13000 rpm for 20 min at 4 °C, the supernatant was filtered on a 4 mm nylon 0.2 μm 
syringe filter and analyzed by UPLC-MS. 
Purification of active human serine proteases 
Matriptase and Matriptase-2 were expressed and purified as previously described [44,51]. Both 
proteases were active-site titrated with the burst titrant 4-methylumbelliferyl-p-guanidino benzoate 
(MUGB).  
Ki determination using steady-state velocities 
Enzymatic assays and Ki determination were performed at room temperature in an assay buffer 
containing 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl and 500 µg/mL BSA at pH 7.4, as described 
previously.[38] To determine which method to use for the evaluation of inhibition potency for 
compounds 1-29 towards proteases, 0.25 nM protease was added to a reaction buffer containing 0 nM, 
2.5 nM or 1 mM of inhibitors and 200µM of a fluorogenic substrate (Boc-Gln-Ala-Arg-AMC). 
Proteolytic activity was monitored by measuring the release of fluorescence (excitation; 360 nm, 
emission; 441 nm) in a FLX800 TBE microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). 
If inhibition occurs only at I/E > 10, data generated from plots of enzyme velocity as a function of 
substrate concentration at several inhibitor concentrations were fitted by nonlinear regression to 
equations describing different models of reversible inhibition (competitive, uncompetitive, non-
competitive and mixed model). The preferred model was used for Ki determination. 
If substantial inhibition occurred using a ratio I/E ≤ 10, compounds were treated as tight-binding 
inhibitors. Plots of enzyme velocity as a function of inhibitor concentrations were fitted by nonlinear 
regression analysis to the Morrison equation for Ki determination of tight-binding inhibitors [52]. 
All assays were performed at least three times in duplicates, and data were presented as mean ± 
standard error of the mean (SEM). Nonlinear regression and statistical analysis were performed using 
GraphPad Prism version 6.02 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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Ki determination using progress curve analysis 
Matriptase and matriptase-2 cleavage of Boc-Gln-Ala-Arg-AMC was monitored (excitation; 360 nm, 
emission; 460 nm) 1200 min using a FLX-800 TBE microplate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, 
VT, USA). 
Equations representing one- and two-step mechanisms of reaction were used to fit the data from the 
progress curves obtained in the presence of different inhibitor concentrations. Data fitting was 
performed using Dynafit version 4.07.066 [53]. The mechanisms and kinetic parameters are shown in 
Figure 2-6.  
When rapid equilibrium was assumed, the ON rates for ES and EI formation (k1 and k3) were fixed at 
100 µM-1 s-1, and k2 at 8,400 s
-1 for matriptase, 11,660 s-1 for matriptase-2 to satisfy experimental Km 
value (84µM and 116,6 µM respectively). Calculated Kcat were fixed to 9.52 s
-1 for matriptase and 6.53 
s-1 for matriptase-2. 
Enzyme inactivation rate (kiE) and enzyme concentration ([E]) were determined by curve fitting in the 
absence of inhibitor when fixing substrate concentration ([S]). Determined values were used as fixed 
values to determine k3, k4, k5 and k6 values with kinetics in presence of inhibitors. Inhibitor 
concentrations ([I]) were fitted except for the lowest concentration that was fixed. 
For the two-step model, the inhibition constants were calculated as: Ki = k4/k3, Ki
* = Ki k6/(k5+k6), kon = 
k5 and koff = k4 k6 / (k4 + k5 + k6) The dissociation half-life of the enzyme-inhibitor complex was 
calculated as t1/2 = 0.693 / koff. For the one-step model, kon and koff were equal to k3 and k4, respectively. 
3. Molecular modelling 
Preparation of the protein target  
The structure of Matriptase (PDB code 3NCL) was obtained from the RSCB Protein Data Bank 
(www.pdb.org). Because there is no reported crystallographic structure for matriptase-2, a homology 
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model was built using MODELER [41] and GROMACS [42] as described by this team [40]. Water 
molecules were removed from the structure.  
Preparation of Ligand Structures 
After drawing the structure, all protein-ligand complexes were prepared using the Protonate 3D tool 
then the partial charges were calculated and the ligands were energy-minimized using the Molecular 
Operating Environment software (MOE 2013.08) from the Chemical Computing Group [54].  
Docking parameters 
Molecules were docked in each protein with the software MOE2013.08. All atoms of Mat and Mat-2 
were fixed and the ligands were allowed to be flexible. The ketone carbon atom making the reversible 
covalent bond with the protein was fixed at a distance of 3.0 ± 0.1 Å of the catalytic serine to constrain 
the position of the ketobenzothiazole group within the binding site. The guanidine of the Arg in P1 was 
also fixed via two key interactions in the binding site. Conformational search using LowModeMD was 
made with AMBER10:EHT as a molecular mechanics forcefield with default parameters (Rejection 
limit: 100, RMS Gradient: 0.05, Conformation Limit: 10000 and Iteration Limit: 10000). At the end of 




4. Chemistry data 
# Sequence-Kbt Purity 
(%) 
HRMS (m/z) Yield 
(%) 
Calculated Experimental 
1 Y-Y-V-R Duchêne et al., J. Med. Chem, 2014, 57 (23), 10198-10204. 
2 (H)Y-Y-V-R 99 702.3068 (M+H+) 702.3065 (M+H+) 14 
3 (H)Ada-Y-V-R 100 730.3745 (M+H+) 730.3729 (M+H+) 5 
4 (H)L-Y-V-R 97 652.3276 (M+H+) 652.3264 (M+H+) 19 
5 (H)F-Y-V-R 97 686.3119 (M+H+) 686.3105 (M+H+) 10 
6 Y-F-V-R 99 351.1651 ((M+2H)2+) 351.1660 ((M+2H)2+) 5 
7 Y-(3-Cl)F-V-R 99 368.1456 ((M+2H)2+) 368.1466 ((M+2H)2+) 6 
8 (H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R 100 677.2677 (M+H+) 677.2682 (M+H+) 29 
9 (H)F-(OBn)F-V-R 99 700.3276 (M+H+) 700.3270 (M+H+) 29 
10 (H)F-hF-V-R 97 684.3327 (M+H+) 684.3322 (M+H+) 28 
11 (H)F-Y-Dip-R 99 810.3432 (M+H+) 810.3434 (M+H+) 11 
12 Y-Y-H-R 99 755.3082 (M+H+) 755.3072 (M+H+) 1 
13 Y-Y-(2,3-OH)F-R 95 399.1574 ((M+2H)2+) 399.1575 ((M+2H)2+) 1 
14 Y-Y-(Thiazol-4-yl)Ala-R 99 386.6383 ((M+2H)2+) 386.6380 ((M+2H)2+) 30 
15 (H)Y-Y-Y-R 100 766.3017 (M+H+) 766.3001 (M+H+) 38 
16 Y-Y-(2-Nal)-R 94 408.1703 ((M+2H)2+) 408.1712 ((M+2H)2+) 5 
17 Y-Y-(thien-2-yl)Ala-R 97 386.1407 ((M+2H)2+) 386.1406 ((M+2H)2+) 25 
18 Y-Y-W-R 100 402.6680 ((M+2H)2+) 402.6689 ((M+2H)2+) 10 
19 (H)F-hF-(D)V-R 100 684.3327 (M+H+) 684.3328 (M+H+) 20 
20 (H)F-hF-L-R 99 698.3483 (M+H+) 698.3485 (M+H+) 15 
21 (H)F-hF-I-R 99 698.3483 (M+H+) 698.3476 (M+H+) 32 
22 (H)F-hF-(D)I-R 99 698.3483 (M+H+) 698.3488 (M+H+) 11 
23 (H)F-hF-(Allo)I-R 100 698.3483 (M+H+) 698.3472 (M+H+) 1 
24 (H)F-hF-(D-Allo)I-R 98 698.3483 (M+H+) 698.3492 (M+H+) 11 
25 (H)F-hF-Abu-R 99 670.3170 (M+H+) 670.3163 (M+H+) 14 
26 (H)F-hF-Nva-R 100 684.3327 (M+H+) 684.3326 (M+H+) 12 
27 (H)F-hF-(t-Bu)G-R 99 698.3483 (M+H+) 698.3475 (M+H+) 10 
28 (H)F-hF-T-R 100 686.3119 (M+H+) 686.3120 (M+H+) 15 
29 (H)F-hF-(Allo)T-R 100 686.3119 (M+H+) 686.3118(M+H+) 22 
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5. NMR description of compounds 2-29 
Compound 2 : (H)Y-Y-V-R-Kbt:  
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=N
C3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=C(O)C=C4 :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.24 (s, 1H), 8.71 (d, 1H, J=4.0Hz), 8.28-8.20 (m, 2H), 8.07-
8.00 (m, 1H),  7.86-7.77 (m, 2H), 7.69-7.59 (m, 2H), 7.32 (s, 3H), 7.07-6.97 (m, 2H), 6.94-6.86 (m, 
2H), 6.69-6.59 (m, 4H), 5.56-5.45 (m, 1H), 4.62-4.46 (m, 1H), 4.33-4.25 (m, 1H), 3.22-3.11 (m, 2H), 
2.89-2.80 (m, 1H), 2.72-2.54 (m, 3H), 2.37-2.23 (m, 2H), 2.04-1.93 (m, 2H), 1.87-1.73 (m, 1H), 1.71-
1.66 (m, 2H), 0.89 (d, 2H, J=4.0Hz), 0.83 (d, 2H, J=4.0Hz), 0.75 (t, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-
d6) δ (ppm) 193.5, 172.3, 172.2, 171.9, 171.7, 165.0, 164.9, 164.7, 160.3, 160.0, 159.6, 159.3, 157.4, 
156.3, 156.2, 155.9, 153.4, 136.9, 131.7, 130.6, 129.4, 128.7, 128.5, 128.1, 128.0, 125.7, 123.6, 121.9, 
118.9, 116.0, 115.5, 115.3, 113.0, 57.7, 57.5, 55.0, 54.8, 54.6, 37.8, 37.6, 36.9, 31.4, 31.0, 30.8, 28.0, 
27.9, 25.6, 19.5, 18.5, 18.0. 
 
Compound 3: (H)Ada-Y-V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=N
C3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=C(O)C=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.78-8.57 (m, 1H), 8.28-8.21 (m, 2H), 8.04-7.79 (m, 2H), 
7.73-7.61 (m, 2H), 7.31 (s, 3H), 7.02 (t, 2H), 6.61 (d, 2H, J=8.0Hz), 5.53-5.39 (m, 1H), 4.59-4.43 (m, 
1H), 4.35-4.25 (m, 1H), 3.17-3.07 (m, 2H), 2.90-2.81 (m, 1H), 2.68-2.52 (m, 1H), 2.05-1.88 (m, 2H), 
1.88-1.20 (m, 19H), 0.93-0.67 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.7, 193.5, 172.3, 
172.1, 171.7, 171.6, 171.5, 170.6, 170.5, 165.1, 165.0, 164.9, 157.4, 156.2, 153.4, 136.9, 136.8, 130.5, 
128.7, 128.5, 128.3, 128.2, 128.0, 125.7, 123.7, 115.1, 57.6, 57.5, 57.2, 55.0, 54.8, 54.7, 50.3, 42.3, 
42.2, 37.4, 37.3, 36.8, 36.7, 32.9, 32.6, 31.6, 31.2, 28.4, 28.0, 27.8, 25.5, 19.6, 19.5, 18.3. 
 
Compound 4: (H)L-Y-V-R-Kbt:  
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=N
C3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC(C)C : 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.18 (s, 1H), 
8.68 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.29-8.21 (m, 2H), 7.99 (d, 1H, J=8.0Hz), 7.77-7.61 (m, 4H), 7.01 (d, 2H, 
J=12.0Hz), 6.62 (d, 2H, J=12.0Hz), 5.55-5.43 (m, 1H), 4.56-4.41 (m, 1H), 4.32-4.25 (m, 1H), 3.20-3.10 
(m, 2H), 2.84 (dd, 1H, J=4.0 et 8.0 Hz), 2.67-2.54 (m, 1H), 2.06-1.90 (m, 4H), 1.86-1.71 (m, 1H), 1.70-
1.55 (m, 2H), 1.36-1.20 (m, 3H), 0.87 (d, 2H, J=4,0Hz), 0.80 (d, 3H, J=8.0Hz), 0.78-0.70 (m, 7H). 13C 
NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.5, 173.0, 172.9, 172.2, 172.0, 171.6, 165.0, 164.9, 163.5, 
159.9, 159.6, 159.3, 159.0, 157.3, 156.2, 153.4, 136.9, 136.8, 130.5, 128.7, 128.5, 128.2, 128.0, 125.7, 
123.7, 121.9, 118.9, 116.0, 115.2, 113.0, 57.5, 57.3, 55.0, 54.8, 54.6, 37.5, 36.8, 34.7, 33.7, 31.5, 31.1, 
28.0, 27.8, 27.4, 25.6, 22.8, 22.7, 22.6, 19.5. 
 
Compound 5: (H)F-Y-V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=N
C3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4 :  
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ (ppm) 9.24 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.71 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.64 (d, 1H, 
J=4.0Hz), 8.28-8.21 (m, 2H), 8.09 (d, 1H, J=8.0Hz), 7.89-7.81 (m, 1H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.24-7.16 
(m, 3H), 7.15-6.98 (m, 6H), 6.65 (d, 2H, J=8.0Hz), 5.54-5.44 (m, 1H), 4.61-4.46 (m, 1H), 4.33-4.21 (m, 
1H), 3.21-3.09 (m, 2H), 2.86 (dd, 1H, J= 4.0 Hz, 12.0 Hz), 2.75-2.66 (m, 2H), 2.66-2.57 (m, 1H), 2.41-
2.30 (m, 2H), 2.05-1.92 (m, 2H), 1.87-1.73 (m, 1H), 1.73-1.56 (m, 2H), 0.89 (d, 2H, J=8.0Hz), 0.83 (d, 
2H, J=8.0Hz), 0.76 (t, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) δ (ppm) 193.5, 172.2, 172.1, 171.9, 171.8, 
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171.7, 165.1, 165.0, 160.2, 159.9, 159.6, 159.2, 157.4, 156.3, 156.2, 153.4, 141.7, 136.9, 130.6, 130.5, 
129.0, 128.7, 128.6, 128.5, 128.2, 128.0, 126.2, 125.7, 123.6, 121.9, 119.0, 116.0, 115.3, 113.0, 57.9, 
57.5, 55.2, 54.8, 54.7, 37.5, 37.2, 37.0, 31.5, 31.4, 31.0, 28.0, 27.8, 25.6, 19.5, 18.5, 18.3, 18.2. 
 
Compound 6: Y-F-V-R-Kbt:  
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=CC=C2)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@
H](CCCNC(N)=N)C(C3=NC4=C(C=CC=C4)S3)=O)=O)=O)=O :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.95 (d, 1H, J=4.0Hz), 8.72-8.62 (m, 1H), 8.39 (s, 2H), 8.30-
8.24 (m, 2H), 8.16 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.13-8.03 (m, 1H), 7.72-7.65 (m, 6H), 7.23-7.17 (m, 3H), 7.17-
7.08 (m, 1H), 7.05 (d, 2H, J=8.0Hz), 6.94 (d, 2H, J=12.0 Hz), 6.64 (d, 2H, J=12.0Hz), 5.51-5.42 (m, 
1H), 4.69-4.59 (m, 1H), 4.36-4.28 (m, 1H), 3.14-3.06 (m, 2H), 2.96-2.88 (m, 1H), 2.86-2.80 (m, 1H), 
2.79-2.71 (m, 2H), 2.46-2.38 (m, 1H), 2.04-1.90 (m, 2H), 1.84-1.71 (m, 1H), 1.71-1.58 (m, 2H), 0.88-
0.80 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.7, 193.4, 173.9, 171.7, 171.1, 171.0, 166.8, 
165.1, 165.0, 157.8, 156.3, 153.4, 137.8, 137.7, 136.9, 130.7, 129.9, 128.7, 128.5, 128.4, 128.0, 126.7, 
126.6, 125.8, 123.7, 115.5, 57.8, 57.6, 56.3, 55.0, 54.8, 53.4, 38.2, 31.5, 31.3, 28.0, 27.8, 25.5, 25.4, 
19.7, 19.6, 18.7, 18.6. 
 
Compound 7: Y-(3-Cl)F-V-R-Kbt: 
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=CC(Cl)=C2)C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C
@@H](CCCNC(N)=N)C(C3=NC4=C(C=CC=C4)S3)=O)=O)=O)=O:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.31 (s, 1H), 8.76 (d, 1H, J=4.0Hz), 8.60 (d, 1H, J=8.0Hz), 
8.28-8.22 (m, 3H), 7.86 (t, 1H), 7.66 (dquint, 2H, J=4.0Hz), 7.35 (s, 1H), 7.30-7.22 (m, 4H), 7.21-7.16 
(m, 2H), 7.03-6.97 (m, 3H), 6.65 (d, 2H, J=8.0Hz), 5.50-5.43 (m, 1H), 4.74-4.67 (m, 1H), 4.36-4.29 (m, 
1H), 3.81-3.75 (m, 1H), 3.19-3.10 (m, 2H), 2.98-2.88 (m, 2H), 2.80-2.69 (m, 2H), 2.04-1.91 (m, 2H), 
1.86-1.71 (m, 1H), 1.71-1.55 (m, 2H), 0.91 (d, 3H, J=8.0Hz), 0.85 (d, 3H, J=8.0Hz). 13C NMR (101 
MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.5, 171.6, 171.5, 170.9, 170.8, 169.7, 165.1, 164.9, 159.7, 159.3, 159.0, 
158.7, 157.4, 156.9, 153.4, 140.5, 140.4, 140.3, 136.9, 136.8, 133.2, 131.1, 130.8, 130.2, 129.6, 128.6, 
128.0, 126.9, 125.7, 125.6, 123.6, 122.1, 119.1, 116.1, 115.8, 115.7, 113.1, 57.6, 54.9, 54.7, 54.2, 54.0, 
31.6, 31.5, 31.4, 27.8, 25.6, 19.6, 19.5, 18.5, 18.2. 
 
Compound 8: (H)F-(Thiazol-4-yl)Ala-V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C1=NC2=C(C=CC=C2)S1)=O)=O)[C@@H
](NC(CCC3=CC=CC=C3)=O)CC4=CSC=N4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.98 (d, 1H, J=4.0Hz), 8.86 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.48-8.36 (m, 
2H), 8.31 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.26 (d, 1H, J=4.0Hz), 7.97 (d, 1H, J=8.0Hz), 7.71-7.61 (m, 2H), 7.45 (s, 
4H), 7.26-7.17 (m, 3H), 7.16--7.09 (m, 3H), 5.49-5.38 (m, 1H), 4.73-4.63 (m, 1H), 4.27-4.20 (m, 1H), 
3.21-2.95 (m, 4H), 2.72 (t, 2H), 2.37 (t, 2H), 2.10-1.88 (m, 2H), 1.88-1.73 (m, 1H), 1.72-1.57 (m, 2H), 
0.82 (dd, 6H, J=12.0, 8.0Hz). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ(ppm) 193.6, 193.4, 172.0, 171.8, 
171.6, 171.4, 167.4, 165.0, 164.9, 157.5, 153.9, 153.8, 153.4, 141.7, 136.9, 136.8, 128.7, 128.6, 128.5, 
128.0, 126.3, 125.7, 123.7, 115.7, 115.6, 58.6, 57.7, 54.9, 53.2, 52.9, 37.2, 33.5, 31.4, 31.3, 27.9, 27.8, 
25.5, 25.4, 19.6, 18.7, 18.4. 
 
Compound 9: (H)F-(OBn)F-V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C1=NC2=C(C=CC=C2)S1)=O)=O)[C@@H
](NC(CCC3=CC=CC=C3)=O)COCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.85 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.44 (s, 1H), 8.41-8.31 (m, 1H), 8.31-
8.20 (m, 3H), 7.96 (d, 1H, J=8.0Hz), 7.66 (quint, 2H), 7.46 (s, 4H), 7.35-7.24 (m, 5H), 7.24-7.09 (m, 
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5H), 5.50-5.38 (m, 1H), 4.71-4.58 (m, 1H), 4.49-4.41 (m, 2H), 4.28 (t, 1H), 3.63-3.55 (m, 2H), 3.16-
3.01 (m, 2H), 2.80 (t, 2H), 2.47 (t, 2H), 2.11-1.88 (m, 2H), 1.88-1.72 (m, 1H), 1.72-1.55 (m, 2H), 0.93-
0.74 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ(ppm) 193.5, 193.4, 172.3, 172.2, 171.8, 171.6, 170.1, 
170.0, 167.8, 165.1, 165.0, 164.9, 159.1, 157.5, 153.4, 141.8, 141.7, 138.6, 136.9, 128.7, 128.6, 128.0, 
127.9, 127.8, 126.3, 125.7, 123.6, 72.5, 70.4, 70.3, 58.5, 57.7, 54.9, 53.4, 53.2, 37.2, 37.1, 31.5, 31.4, 
31.3, 27.9, 27.8, 25.5, 24.4, 1.6, 18.7, 18.5. 
 
Compound 10: (H)F-hF-V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C1=NC2=C(C=CC=C2)S1)=O)=O)[C@@H
](NC(CCC3=CC=CC=C3)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.97-9.76 (m, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.31-8.12 (s, 3H), 7.65 (s, 
2H), 7.52 (s, 3H), 7.29-7.17 (m, 5H), 7.17-6.98 (m, 5H), 5.51-5.38 (m, 1H), 4.43-4.17 (m, 2H), 3.16-
2.99 (m, 2H), 2.89-2.74 (m, 2H), 2.57-2.36 (m, 4H), 2.10-1.53 (m, 7H), 0.93-0.60 (m, 6H). 13C NMR 
(101 MHz, DMSO-d6) δ(ppm) 193.6, 193.4, 172.4, 172.2, 172.1, 172.0, 171.9, 171.7, 167.9, 165.0, 
164.9, 159.6, 159.3, 157.6, 153.4, 142.0, 141.9, 141.7, 136.9, 136.8, 128.7, 128.0, 126.3, 126.2, 125.7, 
123.6, 119.0, 58.1, 57.6, 54.9, 53.1, 52.9, 52.8, 37.1, 34.7, 34.4, 31.9, 31.5, 31.3, 31.1, 31.0, 27.9, 27.8, 
25.5, 25.4, 19.6, 18.7, 18.5, 18.4. 
 
Compound 11: (H)F-Y-Dip-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(C2=CC=CC=C2)C=C1)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C3=NC4=C(C
=CC=C4)S3)=O)=O)[C@@H](NC(CCC5=CC=CC=C5)=O)CC6=CC=C(O)C=C6:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.84 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.44-8.38 (m, 1H), 8.31-8.25 (m, 2H), 
8.10-8.03 (m, 1H), 7.94 (t, 1H), 7.72-7.63 (m, 2H), 7.62-7.49 (m, 4H), 7.47-7.38 (m, 3H), 7.37-7.28 (m, 
3H), 7.24-7.17 (m, 2H), 7.14-7.10 (m, 1H), 7.10-7.05 (m, 2H), 6.83-6.75 (m, 2H), 6.58-6.53 (m, 2H), 
5.57-5.49 (m, 1H), 4.75-4.64 (m, 1H), 4.49-4.38 (m, 1H), 3.19-3.00 (m, 3H), 2.85-2.74 (m, 1H), 2.66 (t, 
2H), 2.62-2.53 (m, 1H), 2.43-2.35 (m, 1H), 2.35-2.26 (m, 2H), 2.07-1.92 (m, 1H), 1.89-1.71 (m, 1H), 
1.70-1.60 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ(ppm) 193.5, 172.1, 171.8, 171.7, 167.1, 165.0, 
164.9, 158.9, 158.6, 157.5, 156.2, 153.4, 141.7, 140.4, 138.7, 137.5, 137.4, 137.0, 136.9, 130.5, 130.4, 
129.4, 129.3, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.2, 128.1, 127.7, 126.9, 126.8, 126.7, 126.6, 126.2, 125.8, 
123.7, 119.2, 116.2, 115.2, 54.9, 54.7, 54.6, 54.0, 53.8, 39.8, 39.6, 39.3, 38.3, 37.9, 37.4, 37.2, 31.4, 
28.3, 28.1, 25.6, 25.4. 
 
Compound 12: Y-Y-H-R-Kbt : 
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=C(O)C=C2)C(N[C@@H](CC3=CNC=N3)
C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C4=NC5=C(C=CC=C5)S4)=O)=O)=O)=O :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.59-9.23 (m, 2H), 8.92 (d, 1H, J= 8.0Hz), 8.83-8.72 (m, 2H), 
8.66-8.58 (m, 1H), 8.31-8.23 (m, 2H), 8.17-8.14 (m, 1H), 7.90-7.81 (m, 1H), 7.81-7.74 (m, 1H), 7.72-
7.62 (m, 2H), 7.35-7.31 (m, 1H), 7.09-6.99 (m, 4H), 6.74-6.56 (m, 4H), 5.55-5.46 (m, 1H), 4.80-4.71 
(m, 1H), 4.53-4.44 (m, 1H), 3.94-3.87 (m, 1H), 3.19-3.07 (m, 3H), 3.06-2.84 (m, 3H), 2.78-2.61 (m, 
2H), 2.05-1.91 (m, 1H), 1.84-1.70 (m, 1H), 1.69-1.53 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 
(ppm) 193.4, 171.5, 170.7, 168.8, 164.8, 163.5, 159.3, 157.4, 157.0, 156.4, 153.4, 136.9, 134.1, 131.0, 
130.5, 129.5, 128.8, 128.1, 127.9, 125.8, 125.1, 123.7, 119.1, 117.3, 116.1, 115.8, 115.4, 55.1, 55.0, 
53.9, 51.7, 39.5, 39.3, 38.7, 36.9, 36.6, 28.1, 27.7, 25.5. 
 




1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.85-8.71 (m, 1H), 8.45-8.36 (m, 1H), 8.35-8.22 (m, 3H), 
7.81-7.72 (m, 1H), 7.72-7.59 (m, 2H), 7.29 (s, 3H), 7.04-6.95 (m, 2H), 6.91-6.84 (m, 1H), 6.72-6.64 (m, 
2H), 6.64-6.56 (m, 1H), 6.56-6.46 (m, 1H), 6.43-6.28 (m, 1H), 5.56-5.43 (m, 1H), 4.70-4.60 (m, 1H), 
4.59-4.47 (m, 1H), 3.67-3.56 (m, 1H), 3.18-3.05 (m, 2H), 2.98-2.86 (m, 1H), 2.84-2.70 (m, 2H), 2.65-
2.46 (m, 4H), 2.06-1.85 (m, 1H), 1.73-1.59 (m, 1H), 1.56-1.40 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-
d6) δ (ppm) 193.7, 193.6, 172.7, 172.0, 170.9, 170.8, 165.0, 164.9, 159.0, 158.7, 157.4, 156.8, 156.2, 
153.4, 151.9, 151.8, 151.7, 150.4, 137.0, 130.9, 130.7, 128.7, 128.0, 126.8, 126.6, 125.8, 125.7, 123.7, 
119.2, 118.8, 116.2, 115.7, 115.3, 109.3, 107.2, 55.0, 54.7, 54.5, 54.4, 38.0, 37.7, 28.3, 28.1, 25.6, 25.4. 
 
Compound 14: Y-Y-(Thiazol-4-yl)Ala-R-Kbt : 
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=C(O)C=C2)C(N[C@@H](CC3=CSC=N3)
C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C4=NC5=C(C=CC=C5)S4)=O)=O)=O)=O :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.46-9.31 (m, 1H), 9.30-9.22 (m, 1H), 9.03-8.97 (m, 1H), 
8.83-8.75 (m, 1H), 8.70-8.62 (m, 1H), 8.51-8.40 (m, 1H),  8.30-8.22 (m, 2H), 7.93 (s, 2H), 7.79-7.72 
(m, 1H), 7.72-7.62 (m, 2H), 7.32-7.27 (m, 1H), 7.07-6.98 (m, 3H), 6.97-6.89 (m, 1H), 6.73-6.55 (m, 
5H), 5.54-5.42 (m, 1H), 4.94-4.76 (m, 1H), 4.62-4.44 (m, 1H), 3.93-3.77 (m, 1H), 3.25-3.06 (m, 3H), 
3.06-2.94 (m, 2H), 2.93-2.81 (m, 1H), 2.80-2.56 (m, 2H), 2.05-1.86 (m, 1H), 1.85-1.44 (m, 3H). 13C 
NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.4, 171.6, 171.3, 170.8, 168.6, 164.9, 164.8, 163.5, 159.0, 
158.8, 157.3, 157.0, 156.4, 154.0, 153.9, 153.4, 153.2, 136.9, 131.1, 131.0, 130.6, 128.8, 128.1, 128.0, 
127.8, 125.7, 125.2, 125.0, 123.7, 119.1, 116.3, 116.2, 115.9, 115.8, 115.6, 115.4, 54.9, 54.8, 54.6, 
54.0, 53.8, 52.4, 37.5, 37.1, 36.7, 34.6, 34.0, 31.2, 28.3, 28.0, 25.5. 
 
Compound 15: (H)Y-Y-Y-R-Kbt : 
O=C(N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=NC3=C(C=CC=C3)S2)=
O)=O)[C@@H](NC(CCC4=CC=C(O)C=C4)=O)CC5=CC=C(O)C=C5 :  
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ (ppm) 9.22 (s, 2H), 8.76-8.65 (m, 1H), 8.36-8.23 (m, 3H), 8.02-7.89 (m, 
2H), 7.89-7.78 (m, 1H), 7.71-7.61 (m, 2H), 7.29 (s, 3H), 7.08-6.97 (m, 2H),  6.97-6.86 (m, 4H), 6.86-
6.78 (m, 1H), 6.68-6.56 (m, 7H), 5.55-5.46 (m, 1H), 4.62-4.48 (m, 1H), 4.47-4.33 (m, 1H), 3.21-3.07 
(m, 2H), 2.98-2.86 (m, 1H), 2.83-2.63 (m, 2H), 2.63-2.51 (m, 3H), 2.46-2.35 (m, 1H), 2.33-2.16 (m, 
2H), 2.05-1.90 (m, 1H), 1.86-1.69 (m, 1H), 1.68-1.51 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) δ (ppm) 
193.6, 193.5, 172.0, 171.8, 171.7, 166.2, 165.0, 164.9, 159.4, 159.1, 157.4, 156.3, 156.2, 155.9, 153.4, 
137.0, 136.9, 131.8, 130.7, 130.6, 130.5, 129.4, 128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 128.0, 125.7, 123.7, 119.0, 
116.1, 115.5, 115.3, 115.2, 54.7, 54.3, 37.9, 37.2, 37.0, 30.8, 28.1, 25.5. 
 
Compound 16: Y-Y-(2-Nal)-R : 
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=C(O)C=C2)C(N[C@@H](CC3=CC=C(C=
CC=C4)C4=C3)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C5=NC6=C(C=CC=C6)S5)=O)=O)=O)=O :  
1H NMR (400 MHz, ACN-d3/D2O) δ (ppm) 8.21-8.15 (m, 1H), 8.10-8.05 (m, 1H), 7.70-7.57 (m, 6H), 
7.37-7.26 (m, 3H), 6.94-6.81 (m, 4H), 6.74-6.61 (m, 4H), 6.74 -6.61 (m, 5H), 5.50 (dd, 1H, J=8.0Hz, 
4.0Hz), 4.66 (t, 1H), 4.43-4.37 (m, 1H), 3.65-3.59 (m, 1H), 3.20-3.01 (m, 4H), 2.83-2.75 (m, 2H), 2.71-
2.63 (m, 1H), 2.61-2.53 (m, 1H), 2.04-1.97 (m, 1H), 1.79-1.66 (m, 1H), 1.66-1.55 (m, 2H). 13C NMR 
(101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.5, 173.2, 171.8, 171.6, 171.3, 171.0, 166.6, 165.0, 164.9, 157.6, 
156.4, 156.3, 156.2, 153.4, 136.9, 135.7, 135.6, 133.4, 132.3, 130.7, 128.7, 128.3, 128.2, 128.0, 127.9, 
127.7, 127.5, 126.4, 125.9, 125.8, 123.7, 119.2, 115.5, 115.3, 56.1, 54.9, 54.8, 54.0, 53.9, 37.4, 31.2, 
28.1, 25.5, 25.3. 
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Compound 17: Y-Y-(thien-2-yl)Ala-R-Kbt : 
N[C@@H](CC1=CC=C(O)C=C1)C(N[C@@H](CC2=CC=C(O)C=C2)C(N[C@@H](CC3=CSC=C3)
C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C4=NC5=C(C=CC=C5)S4)=O)=O)=O)=O :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.88-8.75 (m, 1H), 8.64-8.36 (m, 2H),  8.31-8.21 (m, 2H), 
8.04-7.92 (m, 1H), 7.73-7.71 (m, 2H), 7.44-7.41 (m, 1H), 7.40-7.35 (m, 1H), 7.22-7.13 (m, 1H), 7.09-
6.95 (m, 4H), 6.90-6.79 (m, 1H), 6.73-6.56 (m, 3H), 5.57-5.43 (m, 1H), 4.79-4.63 (m, 1H), 4.61-4.46 
(m, 1H), 3.83-3.69 (m, 1H), 3.24-3.01 (m, 3H), 3.01-2.78 (m, 3H), 2.75-2.67 (m, 2H), 2.08-1.90 (m, 
1H),1.87-1.45 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.6, 193.5, 171.8, 171.7, 171.5, 
171.4, 171.1, 170.9, 169.6, 164.9, 159.7, 159.3, 157.5, 156.9, 156.4, 153.4, 138.2, 138.0, 137.0, 136.9, 
131.0, 130.9, 130.7, 130.6, 129.2, 128.7, 128.0, 127.8, 126.1, 126.0, 125.9, 125.7, 123.6, 123.0, 122.7, 
122.4, 119.0, 116.0, 115.8, 115.7, 115.4, 115.3, 54.9, 54.8, 54.5, 54.3, 39.9, 39.7, 39.5, 39.2, 37.3, 32.8, 
28.1, 25.6, 25.5. 
 
Compound 18: Y-Y-W-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CC1=CNC2=C1C=CC=C2)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C3=NC4=C(C=CC=C4)
S3)=O)=O)[C@H](CC5=CC=C(O)C=C5)NC([C@@H](N)CC6=CC=C(O)C=C6)=O :  
1H NMR (400 MHz, ACN-d3/D2O) δ (ppm) 8.34 (s, 1H), 8.22-8.17 (m, 1H), 8.14-8.10 (m, 1H), 7.68-
7.59 (m, 2H), 7.43-7.39 (m, 1H), 7.27-7.24 (m, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.97-6.85 (m, 6H), 6.74-6.65 (m, 4H), 
5.51 (dd, 1H, J=8.0Hz, 4.0Hz), 4.56 (t, 1H), 4.38 (dd, 1H, J=8.0Hz, 4.0Hz), 3.47 (dd, 1H, J=8.0Hz, 
4.0Hz), 3.18-3.04 (m, 4H), 2.86-2.73 (m, 2H), 2.73-2.66 (m, 1H), 2.54-2.48 (m, 1H), 2.03-1.96 (m, 
1H), 1.77-1.63 (m, 1H), 1.53-1.52 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 172.3, 171.3, 
171.1, 170.8, 167.0, 165.0, 164.9, 160.0, 159.7, 159.3, 159.0, 157.6, 156.8, 156.4, 156.2, 153.4, 136.9, 
136.6, 136.5, 130.9, 130.7, 128.7, 128.0, 127.8, 127.7, 127.5, 126.8, 126.7, 125.8, 124.6, 124.1, 123.6, 
122.0, 121.3, 119.0, 118.8, 118.7, 116.1, 115.7, 115.4, 115.2, 111.8, 110.2, 55.1, 55.0, 54.5, 53.6, 40.8, 
39.6, 39.4, 39.2, 38.1, 37.3, 28.3, 28.2, 25.6. 
 
Compound 19: (H)F-hF-(D)V-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@H](C(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=NC3=
C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4 :  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.80-8.72 (m, 1H), 8.55-8.44 (m, 1H), 8.39-9.29 (m, 1H), 
8.28-8.13 (m, 3H), 7.70-7.59 (m, 2H), 7.42 (s, 4H), 7.29-7.18 (m, 6H), 7.18-7.07 (m, 4H), 5.51-5.37 (m, 
1H), 4.42-4.25 (m, 1H), 4.25-4.14 (m, 1H), 3.17-3.00 (m, 2H), 2.89-2.77 (m, 2H), 2.60-2.37 (m, 3H), 
2.12-1.72 (m, 6H), 1.71-1.53 (m, 2H), 0.89-0.76 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 
191.4, 191.3, 170.4, 170.1, 170.0, 169.9, 169.7, 163.0, 162.9, 162.8, 155.4, 151.3, 139.9, 139.8, 139.6, 
137.3, 134.8, 134.7, 126.7, 126.6, 125.9, 124.2, 124.1, 123.6, 121.5, 55.4, 52.8, 51.3, 51.0, 37.8, 37.6, 
37.4, 37.2, 35.1, 35.0, 32.6, 32.3, 32.2, 30.0, 29.9, 29.8, 29.4, 29.0, 28.8, 25.7, 23.5, 23.4, 17.6, 17.5, 
16.6, 16.5, 16.4, 16.3. 
 
Compound 20: (H)F-hF-L-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H](CC(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=NC
3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.28-8.18 (m, 3H), 7.72-7.61 (m, 2H), 7.27-7.18 (m, 7H), 
7.18-7.07 (m, 5H), 4.40-4.30 (m, 1H), 4.30-4.22 (m,1H), 4.22-4.10 (m, 1H), 3.12-3.03 (m, 1H), 3.03-
2.93 (m, 1H), 2.88-2.78 (m, 2H), 2.59-2.41 (m, 3H), 2.00-1.71 (m, 4H), 1.71-1.48 (m, 5H), 1.48-1.36 
(m, 1H), 0.87-0.78 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.4, 173.3, 173.0, 172.8, 
172.4, 172.3, 172.0, 165.0, 157.3, 153.4, 142.0, 141.9, 141.8, 136.8, 128.7, 128.6, 128.0, 126.3, 126.2, 
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125.7, 123.6, 55.2, 54.9, 53.8, 53.1, 52.9, 51.3, 37.2, 34.4, 34.0, 32.2, 31.9, 31.5, 27.8, 25.3, 24.8, 24.6, 
23.5, 23.3, 22.1, 22.0, 21.9. 
 
Compound 21: (H)F-hF-I-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H]([C@@H](C)CC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C
(C2=NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.88-8.78 (m, 1H), 8.44-8.35 (m,1H), 8.28-8.17 (m, 3H), 
7.69-7.59 (m, 2H), 7.45 (s, 4H), 7.27-7.17 (m, 6H), 7.17-7.07 (m, 4H), 5.47-5.33 (m, 1H), 4.41-4.28 (m, 
1H), 4.28-4.16 (m, 1H), 3.16-2.93 (m, 2H), 2.83 (t, 2H), 2.62-3.39 (m, 4H), 2.06-1.83 (m, 3H), 1.83-
1.72 (m, 2H), 1.72-1.55 (m, 2H), 1.50-1.20 (m, 1H), 1.14-1.00 (m, 1H), 0.87-0.71 (m, 6H). 13C NMR 
(101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.5, 193.2, 172.4, 172.2, 172.0, 171.9, 165.1, 165.0, 157.5, 153.4, 
142.1, 142.0, 141.8, 141.7, 136.9, 136.8, 128.7, 128.6, 127.9, 126.3, 126.2, 126.1, 125.7, 123.6, 57.1, 
54.9, 52.9, 37.2, 37.1, 34.5, 34.4, 31.9, 31.6, 27.7, 25.5, 25.4, 24.8, 15.7, 15.6, 15.3, 15.1, 11.9, 11.7, 
11.3, 11.1. 
 
Compound 22: (H)F-hF-(D)I-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@H]([C@@H](C)CC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C
2=NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.91-8.80 (m, 1H), 8.49-8.40 (m, 1H), 8.29-8.19 (m, 2H), 
7.72-7.60 (m, 2H), 7.58-7.32 (m, 3H), 7.31-7.17 (m, 6H), 7.17-7.07 (m, 4H), 5.49-5.34 (m, 1H), 4.46-
4.34 (m, 1H), 4.34-4.21 (m, 1H), 3.14-2.96 (m, 2H), 2.89-2.77 (m, 2H), 2.59-2.38 (m, 4H), 2.03-1.70 
(m, 5H), 1.70-1.52 (m, 2H), 1.46-1.25 (m, 1H), 1.13-0.98 (m, 1H), 0.85-0.69 (m, 6H). 13C NMR (101 
MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.6, 193.5, 193.4, 193.3, 172.2, 172.1, 172.0, 171.9, 167.7, 165.1, 165.0, 
157.6, 153.4, 142.0, 141.8, 141.7, 136.9, 136.8, 128.8, 128.7, 128.0, 126.3, 126.2, 125.7, 123.6, 56.8, 
55.8, 55.0, 53.1, 52.9, 52.8, 37.7, 37.6, 37.3, 37.2, 37.1, 34.6, 34.3, 32.1, 32.0, 31.9, 31.6, 27.7, 26.1, 
25.5, 25.4, 24.7, 15.8, 15.7, 14.9. 
 
Compound 23: (H)F-hF-(Allo)I-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H]([C@H](C)CC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C
2=NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.95-8.77 (m, 1H), 8.58-8.35 (m, 2H), 8.28-8.20 (m, 3H), 
7.70-7.60 (m, 2H), 7.45 (s, 4H), 7.28-7.17 (m, 6H), 7.17-7.07 (m, 4H), 5.47-5.31 (m, 1H), 4.44-4.26 (m, 
2H), 3.15-2.93 (m, 2H), 2.82 (t, 2H), 2.58-2.38 (m, 4H), 2.03-1.70 (m, 5H), 1.70-1.53 (m, 2H), 1.46-
1.24 (m, 1H), 1.12-0.98 (m, 1H), 0.86-0.69 (m, 6H). 13C NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.6, 
193.4, 172.2, 172.0, 168.1, 165.0, 157.5, 153.4, 142.1, 142.0, 141.7, 136.9, 136.8, 128.7, 128.6, 128.0, 
126.3, 126.2, 126.1, 125.7, 123.6, 56.5, 55.9, 55.0, 53.0, 52.9, 37.6, 37.5, 37.1, 34.3, 31.9, 31.6, 31.5, 
27.8, 26.1, 26.0, 25.5, 25.4, 15.8, 15.7, 15.0, 14.7, 12.0. 
 
Compound 24: (H)F-hF-(D-Allo)I-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@H]([C@H](C)CC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=
NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, ACN-d3/D2O) δ (ppm) 8.20-8.15 (m, 1H), 8.11-8.05 (m, 1H), 7.66-7.56 (m, 2H), 
7.29-7.06 (m, 10H), 5.56-5.47 (m, 1H), 4.37-4.27 (m, 1H), 4.26-4.14 (m, 1H), 3.21-3.04 (m, 2H), 2.90-
2.76 (m, 2H), 2.60-2.41 (m, 4H), 2.13-1.99 (m, 1H), 1.90-1.72 (m, 4H), 1.69-1.57 (m, 2H), 1.32-1.19 
(m, 1H), 1.19-1.06 (m, 1H), 0.83-0.71 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, ACN-d3/D2O) δ (ppm) 193.4, 
174.6, 174.3, 173.7, 173.0, 165.0, 157.4, 153.8, 141.7, 141.5, 137.4, 129.1, 129.0, 128.9, 128.2, 126.7, 
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125.9, 123.4, 116.0, 57.3, 57.0, 55.3, 54.3, 54.0, 41.1, 37.6, 37.5, 36.8, 33.7, 32.0, 31.7, 28.2, 26.5, 
26.4, 25.2, 14.3, 11.5, 11.4. 
 
Compound 25: (H)F-hF-Abu-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H](CC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=NC3=C
(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.82-8.69 (m, 1H), 8.40-8.16 (m, 4H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.40 
(s, 4H), 7.29-7.17 (m, 6H), 7.17-7.07 (m, 4H), 5.53-5.38 (m, 1H), 4.38-4.15 (m, 2H), 3.17-2.98 (m, 
2H), 2.90-2.76 (m, 2H), 2.59-2.41 (m, 4H), 2.07 (m, 2H), 1.85-1.67 (m, 4H), 1.67-1.50 (m, 2H), 0.90-
0.76 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.6, 193.5, 193.4, 172.5, 172.4, 172.3, 172.2, 
172.1, 172.0, 167.8, 165.0, 164.9, 157.5, 153.4, 142.0, 141.9, 141.7, 136.9, 128.7, 128.0, 126.3, 126.2, 
126.1, 125.7, 123.7, 54.9, 54.8, 54.2, 53.9, 53.4, 53.2, 52.9, 52.8, 37.1, 34.4, 34.2, 32.1, 32.0, 31.9, 
31.5, 28.1, 27.9, 25.9, 25.8, 25.7, 25.4, 10.8. 
 
Compound 26: (H)F-hF-Nva-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H](CCC)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=NC3=
C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.82-8.69 (m, 1H), 8.44-8.35 (m, 1H), 8.29-8.21 (m, 2H), 
8.21-8.16 (m, 1H), 8.08-8.00 (m, 1H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.51 (s, 3H), 7.29-7.18 (m, 6H), 7.18-7.07 (m, 
4H), 5.47-5.33 (m, 1 H), 4.40-4.17 (m, 2H), 3.16-2.99 (m, 2H), 2.88-2.78 (m, 2H), 2.60-2.40 (m, 4H), 
2.07-1.70 (m, 4H), 1.70-1.56 (m, 3H), 1.56-1.44 (m, 1H), 1.36-1.14 (m, 2H), 0.86-0.74 (m, 3H). 13C 
NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.5, 172.7, 172.6, 172.3, 172.1, 172.0, 171.9, 165.0, 164.9, 
157.6, 157.5, 153.4, 142.0, 141.9, 141.8, 141.7, 139.4, 136.9, 136.8, 128.8, 128.7, 128.0, 127.9, 126.3, 
126.2,  126.1, 125.7, 123.6, 55.0, 54.9, 53.0, 52.8, 52.7, 52.5, 37.2, 34.7, 34.6, 34.4, 34.2, 32.1, 32.0, 
31.9, 31.5, 27.9, 25.4, 19.0, 18.9, 14.2, 14.1, 14.0, 13.9. 
 
Compound 27: (H)F-hF-(t-Bu)G-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H](C(C)(C)C)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2=N
C3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.05-8.90 (m, 1H), 8.81-8.63 (m, 1H), 8.44 (s, 1H), 8.30-8.17 
(m, 3H), 7.78-7.54 (m, 6H), 7.32-7.05 (m, 10H), 5.51-5.37 (m, 1H), 4.48-4.37 (m, 1H), 4.37-4.26 (m, 
1H), 3.14-3.01 (m, 2H), 2.81 (quad, 2H), 2.56-2.37 (m, 5H), 2.01-1.88 (m, 1H), 1.88-1.78 (m, 1H), 
1.78-1.54 (m, 3H), 1.01-0.79 (m, 9H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm)193.6, 193.3, 172.1, 
172.0, 171.7, 170.8, 170.6, 167.9, 165.1, 165.0, 157.8, 153.4, 142.0, 141.7, 141.6, 136.9, 128.8, 128.7, 
128.6, 128.0, 126.3, 126.2, 125.7, 123.6, 59.7, 59.5, 55.0, 54.9, 52.8, 37.2, 37.1, 35.0, 34.9, 34.1, 31.9, 
31.8, 31.6, 31.5, 27.8, 27.7, 27.0, 26.9, 25.6, 25.2. 
 
Compound 28: (H)F-hF-T-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H]([C@H](C)O)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(C2
=NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.48 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.36 (d, 1H, J=8.0Hz), 8.30-8.23 (m, 
2H), 8.20-8.12 (m, 1H), 7.94 (d, 1H, J=8.0Hz), 7.72-7.62 (m, 2H), 7.33 (s, 3H), 7.29-7.19 (m, 6H), 
7.19-7.09 (m, 4H), 5.59-5.45 (m, 1H), 5.14-5.02 (m, 1H), 4.35-4.27 (m, 1H), 4.27-4.22 (m, 1H), 3.14-
3.01 (m, 2H), 2.89-2.80 (m, 2H), 2.60-2.41 (m, 4H), 2.03-1.85 (m, 2H), 1.85-1.72 (m, 2H), 1.68-1.54 
(m, 2H), 1.06 (d, 2H, J=8.0Hz), 1.03 (d, 1H, J=4.0Hz). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 193.6, 
193.3, 172.3, 172.2, 170.9, 167.9, 165.0, 164.9, 157.4, 153.4, 142.1, 142.0, 141.7, 136.9, 128.8, 128.7, 
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128.6, 128.0, 126.3, 126.2, 125.8, 123.7, 67.3, 67.2, 67.1, 58.8, 58.6, 54.7, 54.6, 53.2, 37.2, 34.2, 32.0, 
31.9, 31.5, 28.3, 25.4, 25.2, 20.5, 20.3, 20.0. 
 
Compound 29: (H)F-hF-(Allo)T-R-Kbt: 
O=C(N[C@@H](CCC1=CC=CC=C1)C(N[C@@H]([C@@H](C)O)C(N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(
C2=NC3=C(C=CC=C3)S2)=O)=O)=O)CCC4=CC=CC=C4:  
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.69 (d, 1H, J=8.0, 4.0Hz), 8.42-8.34 (m, 1H), 8.29-8.18 (m, 
3H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.32 (s, 3H), 7.27-7.19 (m, 7H), 7.19-7.08 (m, 4H), 5.51-5.34 (m, 1H), 4.37-
4.20 (m, 2H), 4.12-4.00 (m, 1H), 3.96-3.79 (m, 1H), 3.10-2.91 (m, 2H), 2.89-2.79 (m, 2H), 2.62-2.39 
(m, 3H), 2.06-1.71 (m, 4H), 1.70-1.56 (m, 2H), 1.09-0.98 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 
(ppm) 193.4, 193.3, 193.2, 193.1, 172.8, 172.6, 172.4, 172.2, 172.1, 172.0, 170.9, 170.7, 165.1, 165.0, 
157.4, 157.3, 153.5, 153.4, 142.1, 142.0, 141.8, 141.7, 136.9, 128.9, 128.8, 128.7, 128.0, 126.2, 126.1, 



























Toutes les réactions ont été réalisées sous atmosphère d'argon dans de la verrerie séchée à la flamme 
sous pression réduite. Les solvants anhydres et réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Canada) ou 
Fisher Scientific (USA). Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de 
verre recouvertes de gel de silice (250 µm, 60 F-254, Silicyle). Les produits ont été révélés à la lampe 
UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4 ou PMA suivi d'un chauffage. Les 
chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel de silice Siliaflash® P60 (40-63 m, Silicyle). 
La célite® (AW Standard Super-Cel® NF) a été achetée chez Sigma-Aldrich (Canada). La résine 2-
chlorotrityle a été obtenue chez Matrix Innovation et elle est utilisée avec un loading de 1.2 mmol/g. La 
résine de Wang a été obtenue chez ChemImpex et elle est utilisée avec un loading de 1.5 mmol/g. Les 
réactions en phase solide ont été effectuées dans des cartouches de polypropylène (60 mL) obtenue de 
chez Applied Separations (Allentown, PA). Ces réacteurs ont été agités sur un agitateur orbital à 172 
rpm. La résine a été lavée avec les solvants indiqués pendant 2-5 min. avec 10 mL de solvant par 
gramme de résine. Les spectres de résonance magnétique nucléaire (1H, 13C) ont été enregistrés avec un 
appareil Bruker AC-400. La référence a été faite grâce aux protons résiduels du chloroforme (7,26 ppm) 
ou du DMSO (2,49 ppm) pour la résonance des protons et du chloroforme (77,0 ppm) ou du DMSO 
(39,52 ppm) pour la résonance des carbones.  La pureté a été analysée par un UPLC H-Class (Waters) 
équipée d’une détection UV (PDA) avec une colonne de type Acquity UPLC CSH C18 (1.7µm, 2.1 x 
50 mm2). Les spectres de masses ont été obtenus par un SQ Detector 2 (Waters) avec un gradient 




Les composés 1-48 sont décrits dans l’article : « Modulating the selectivity of matriptase-2 inhibitors 







Le 2,3,5-triméthylphénol 3-5 (5 g, 36.71 mmol) a été dissous dans l'acétonitrile (250 mL). De la 
triéthylamine (12 mL, 86.04 mmol) et du chlorure de magnésium anhydre (5 g, 52.51 mmol) ont été 
ajoutés. Après 15 minutes de réaction, du paraformaldéhyde (6 g) a été additionné sur une période de 5 
minutes. Le mélange réactionnel a été agité pendant 12h à reflux. Il a ensuite été porté à 0°C pour 
l’ajout d’une solution d’acide chlorhydrique (HCl) 1 M jusqu’à pH neutre.  Le mélange a été extrait 
avec de l'éther diéthylique (3  100 mL). Les fractions organiques ont été combinées, séchées avec du 
sulfate de magnésium anhydre et évaporées sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié 
par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant avec de l’hexane. Un solide jaune pâle 
(1.51 g, 25%) a été obtenu. RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 12.33 (s, 1H), 10.27 (s, 1H), 6.57 (s, 
1H), 2.57 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.17 (s, 3H). RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 195.1, 161.8, 
147.7, 138.9, 123.8, 123.2, 116.7, 21.1, 18.0, 10.8.  
 
2-(2,5,7,8-Tétraméthyl-2H-chromèn-2-yl)acétate d’éthyle (3-7) 
 
Le 2-hydroxy-3,4,6-triméthylbenzaldéhyde 3-6 (4.2 g, 25.60 mmol) a été dissous dans le DMF (250 
mL) et du carbonate de potassium (10.3 g, 76.79 mmol) puis de l’isopropylidènemalonate de diéthyle 
(5.01 mL, 25.60 mmol) a été ajouté. Le mélange réactionnel a été agité pendant 8h à 130 °C.  Après 
refroidissement du mélange réactionnel à température ambiante, le mélange a été ensuite versé dans 
l'eau (100 mL) et extrait avec de l'éther diéthylique (3  50 mL). Les fractions organiques ont été 
combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporées sous pression réduite. Le 
produit brut a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant un mélange 
d’éther diéthylique et d'hexane (2:98). Une huile jaune (2.8 g, 40%) a été obtenue. RMN 1H (300 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 6.63 (d, 1H, J = 10 Hz), 6.61 (s, 1H), 5.80 (d, 1H, J = 10 Hz), 4.19 (q, 2H, J = 7 Hz), 
2.79 (m, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.28 (s, 3H). 2.17 (s, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.31 (t, 3H, J = 7 Hz). RMN 13C 
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(75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 170.6, 150.3, 137.9, 131.0, 127.5, 124.3, 122.3, 121.0, 117.4, 75.8, 60.8, 
45.3, 26.4, 20.4, 18.5, 14.6, 11.5. Masse exacte calculée pour C17H22O3: 297.1461, trouvée: 297.1473. 
 
2-(2,5,7,8-Tétraméthylchroman-2-yl)acétate d’éthyle (3-8) 
 
Le 2-(2,5,7,8-tétraméthyl-2H-chromèn-2-yl)acétate d’éthyle 3-7 (3.1 g, 11.31 mmol) a été dissous dans 
l'éthanol (100 mL) et du palladium sur charbon 10% (481.5 mg, 4.53 mmol) a été ajoutée sous argon. 
Le mélange réactionnel a été agité 12h sous atmosphère d’hydrogène à pression atmosphérique. Le 
mélange a été ensuite filtré sur Célite® et le solvant a été évaporé sous pression réduite. Une huile 
incolore (2.9 g, 94%) a été obtenue. RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 6.74 (s, 1H), 4.33 (q, 2H, J = 
7 Hz), 2.79 (m, 4H), 2.38 (s, 3H), 2.34 (s, 3H). 2.26 (s, 3H), 2.22-2.17 (m, 1H), 2.04-2.10 (m, 1H), 1.62 
(s, 3H), 1.45 (t, 3H, J = 7 Hz). RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.2, 151.3, 135.3, 133.9, 
123.3, 122.6, 116.9, 74.4, 60.9, 44.7, 31.5, 25.2, 20.5, 19.3, 14.7, 12.0, 11.8. Masse exacte calculée pour 
C17H24O3: 299.1618, trouvée: 299.1628. 
 
2-(6-(Chlorosulfonyl)-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-yl)acétate d’éthyle (3-9) 
 
Le 2-(2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-yl)acétate d’éthyle 3-8 (2.81 g, 10.18 mmol) a été dissous dans le 
dichlorométhane (90 mL) et de l’acide chlorosulfonique (2.73 mL, 41.07 mmol) a été ajouté. Le 
mélange réactionnel a été agité pendant 5h. Après complétion de la réaction, la phase organique a été 
lavée avec du carbonate de sodium saturé (3 x 50 mL), séchée avec du sulfate de magnésium anhydre et 
évaporée sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur 
colonne de gel de silice en éluant avec un mélange de dichlorométhane et d’hexane (1 :1). Un solide 
blanc (3.1 g, 81%) a été obtenu. RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.23 (q, 2H, J = 7 Hz), 2.72 (t, 
2H, J = 7 Hz), 2.67 (s, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.22-2.17 (m, 1H), 2.04-2.10 (m, 
1H), 1.62 (s, 3H), 1.45 (t, 3H, J = 7 Hz). RMN 13C (101 MHz, CDCl3)  (ppm) 170.0, 155.9, 137.8, 
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137.6, 136.1, 125.7, 118.9, 116.6, 73.9, 60.8, 44.4, 30.8, 24.8, 20.1, 18.8, 14.3, 12.3. Masse exacte 
calculée pour C17H23ClO5S: 397.0847, trouvée: 397.0859. 
 
((2S)-1-(Benzo[d]thiazol-2-yl)-5-guanidino-1-hydroxypentan-2-yl)carbamate d’allyle (3-11) 
 
 
Le Boc-Arg(Mtr)-Kbt 3-3 (2.36 g, 3.89 mmol) a été dissous dans une solution aqueuse d’acide 
trifluoroacétique à 95% (20 mL) à température ambiante pendant 2h30. Les solvants ont été évaporés 
sous pression réduite et le produit brut a été dissous trois fois dans de l’éther diéthylique en évaporant le 
solvant à chaque fois pour éliminer l’excès d’acide. Le produit brut 3-10 a été dissous dans un mélange 
de dioxane (40 mL) et d’eau (8 mL). Une solution aqueuse de carbonate de potassium saturé a été 
ajoutée jusqu’à pH basique. Du chloroformate d’allyle (0.74 mL, 6.96 mmol) a ensuite été additionné 
sur une période de 10 min. Le mélange réactionnel a été agité 1h à température ambiante. Le mélange a 
été ensuite versé dans l'eau (100 mL) et extrait avec de l’acétate d’éthyle (3  50 mL). Les fractions 
organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporées sous 
pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de 
silice en éluant avec un mélange de dichlorométhane et de méthanol (100 :0 à 75:25). Un solide blanc 
(1.5 g, 100%) a été obtenu. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6)  (ppm) 8.07 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.95 (d, 
1H, J = 8 Hz), 7.84-7.76 (m, 1H), 7.52-7.46 (m, 1H), 7.43-7.38 (m, 1H), 7.31 (d, 1H, J = 8 Hz), 6.77-
6.66 (m, 1H), 5.91-5.79 (m, 1H), 5.23 (d, 1H, J = 8 Hz), 5.12 (d, 1H, J = 8 Hz), 4.96-4.90 (m, 1H), 4.43 
(dt, 2H, J = 8, 0.4 Hz), 4.02-3.92 (m, 1H), 3.09-2.90 (m, 2H), 1.62-1.45 (m, 2H), 1.45-1.28 (m, 2H). 
RMN 13C (101 MHz, DMSO-d6)  (ppm) 176.4, 158.8, 156.8, 153.3, 134.4, 133.7, 125.9, 122.5, 122.3 




2-(2,3,5-Triméthylphénoxy)acétate d’éthyle (3-14) 
 
Le 2,3,5-triméthylphénol 3-5 (6.0 g, 44 mmol) a été dissous dans le DMF (25 mL) et du carbonate de 
potassium (6.7 g, 48.5 mmol) a été ajoutée. Du bromoacétate d’éthyle (5.86 mL, 53 mmol) a ensuite été 
additionnée sur une période de 10 min. Le mélange réactionnel a été agité 12h à température ambiante. 
Le mélange a été ensuite versé dans l'eau (100 mL) et extrait avec de l’acétate d’éthyle (3  50 mL). 
Les fractions organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et 
évaporées sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur 
colonne de gel de silice en éluant avec un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexanes (3:97). Un solide 
blanc (9.77 g, 100%) a été obtenu. RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 6.68 (s, 1H), 6.45 (s, 1H), 4.62 
(s, 2H), 4.30 (q, 2H, J = 7.5 Hz), 2.29 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.33 (t, 3H, J = 7.5 Hz). 
RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 169.8, 156.3, 138.4, 135.8, 124.5, 123.1, 110.7, 66.6, 61.6, 21.7, 
20.5, 14.6, 11.9. Masse exacte calculée pour C13H18O3: 245.1148, trouvée: 245.1158. 
 
2-(4-(Chlorosulfonyle)-2,3,5-triméthylphénoxy)acétate d’éthyle (3-15) 
 
Le 2-(2,3,5-triméthylphénoxy)acétate d’éthyle 3-14 (3.5 g, 15.7 mmol) a été dissous dans le DCM (100 
mL) et de l’acide chlorosulfonique (2.62 mL, 39.4 mmol) a été ajoutée à 0°C. Le mélange réactionnel a 
été agité 1h à 0 °C. Il a été ensuite lavé avec une solution de bicarbonate de sodium saturé (3 x 50 mL). 
Les solvants ont été séchés avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporés sous pression réduite. Le 
produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant avec 
un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexanes (3:7). Un solide blanc (4.22 g, 84%) a été obtenu. RMN 1H 
(300 MHz, CDCl3)  (ppm) 6.51 (s, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.31 (quad, 2H, J = 7.5 Hz), 2.74 (s, 3H), 2.73 (s, 
3H), 2.30 (s, 3H), 1.35 (t, 3H, J = 7.5 Hz). RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 168.4, 159.7, 141.1, 
139.5, 136.9, 127.2, 113.2, 65.8, 62.1, 24.6, 18.9, 14.6, 12.7. Masse exacte calculée pour C13H17ClO5S: 
343.0377, trouvée: 343.0389. 
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Acide 1H-imidazole-1-carbozylique sur résine (3-18) 
 
Une solution de carbonyldiimidazole (62 mg, 0.49 mmol) dans le DMF (3 mL) a été ajoutée à la résine 
de Wang 3-17 (100 mg, 0.098 mmol) préalablement lavée avec le DMF. Le mélange réactionnel a été 
agité 3h. La résine a ensuite été lavée au DMF (3x) et avec solution DCM/Ac2O/DIPEA (20/5/1) 
pendant 15 minutes. Les deux lavages ont été répétés à trois reprises. La résine a ensuite été lavée au 
DMF (3x).  
 
Acide hydrazinecarboxylique sur résine (3-19) 
 
Une solution de tert-butylcarbazate (65 mg, 0.49 mmol) dans le diméthylformamide (3 mL) a été 
ajoutée à la résine 3-18. Le mélange réactionnel a été agité 3h. La résine a ensuite été lavée au 
diméthylformamide (3x). La résine a ensuite été lavée au DMF (3x) et au DCM (3x). Avant utilisation, 
le groupement protecteur Boc a été enlevé par traitement avec une solution de TFA/DCM (1/1) pendant 
1h à température ambiante. La résine a ensuite été lavée avec une solution de DIPEA/DMF (1/19) pour 
neutraliser le pH.  
 
Hydrazine sur résine (3-22) 
 
De l’hydrazine hydraté (50 mL, 20 éq) dans le DMF (3 mL) a été ajouté à la résine de Merrifield 3-21 
(100 mg, 0.5 mmol/g) préalablement gonflée. Le mélange réactionnel a été agité 16h à 80°C. La résine 











Le Ddz-Orn(Boc)-OH 3-24 (10 g, 22.02 mmol) a été dissous dans le THF (500 mL) et de la 
diisopropyléthylamine (19.18 mL, 110.1 mmol) a été ajoutée. Du N,O-diméthylhydroxylamine.HCl 
(2.58 g, 26.42 mmol) a ensuite été additionnée. Le mélange réactionnel a été agité 12 h à température 
ambiante. Le mélange a été ensuite été lavé avec du bicarbonate de sodium (2 x 100 mL). La phase 
organique a été séchée avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporée sous pression réduite. Le 
produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant avec 
un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexanes (7:3). Un solide blanc (10.7 g, 98%) a été obtenu. RMN 1H 
(400 MHz, CD3OD)  (ppm) 6.53 (d, 2H, J = 4 Hz), 6.35 (t, 1H, J = 4 Hz), 4.79 (s, 1H), 3.76 (s, 6H), 
3.71 (s, 3H), 3.17 (s, 3H), 3.06-3.02 (m, 2H), 1.72 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.64-1.48 (m, 4H), 1.44 (s, 9H). 
RMN 13C (101 MHz, CD3OD)  (ppm) 165.5, 162.8, 159.1, 157.0, 154.1, 150.5, 104.6, 100.1, 99.7, 
83.5, 80.7, 73.7, 62.7, 56.4, 54.2, 52.6, 41.5, 33.0, 32.5, 30.8, 30.6, 30.1, 29.4, 27.0. Masse exacte 




Une solution de benzothiazole (20.92 mL, 191.85 mmol) dans le THF (400 mL) est refroidie à -78°C 
sous argon. Une solution de n-butyllitium dans l’hexane (2.5M, 77 mL) a été additionnée lentement 
pendant 30 minutes. Le mélange réactionnel a été agité pendant 30 minutes à -78°C. Le (S)-tert-butyl 
(2-(3,5-dimethoxyphenyl)propan-2-yl) (5-(methoxy(methyl)amino)-5-oxopentane-1,4-diyl)dicarbamate 
3-25 (10.6 g, 21.32 mmol) a été dissous dans le THF (200 mL). Cette solution a été additionnée au 
mélange réactionnel pendant une période de 50 minutes. Après complétion de la réaction (environ 5 
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minutes après la fin de l’ajout), une solution saturée de chlorure d’ammonium (environ 150 mL) a été 
additionnée lentement. Le mélange a été ensuite versé dans l'eau (100 mL) et extrait avec de l’acétate 
d’éthyle (3  200 mL). Les fractions organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de 
magnésium anhydre et évaporées sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par 
chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant avec un mélange d'acétate d'éthyle et 
d'hexanes (1:1). Un solide rouge-orangé (11 g, 91%) a été obtenu. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6)  
(ppm) 8.29-8.21 (m, 2H), 7.85 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.69-7.61 (m, 2H), 6.80-6.72 (m, 1H), 6.47 (d, 2H, J = 
8 Hz), 6.36-6.32 (m, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.23-5.15 (m, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.00-2.89 (m, 2H), 1.93-1.80 
(m, 1H), 1.65 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.60-1.43 (m, 3H), 1.32 (s, 9H). RMN 13C (101 MHz, DMSO-d6)  
(ppm) 195.0, 164.7, 160.1, 155.6, 154.9, 153.3, 153.1, 149.3, 136.5, 128.2, 127.5, 125.3, 123.2, 102.5, 
98.1, 97.9, 80.2, 80.1, 77.4, 56.5, 56.1, 55.0, 31.8, 29.3, 28.8, 27.8, 27.4, 26.2. Masse exacte calculée 




Le Ddz-Orn(Boc)-Kbt 3-26 (3.5 g, 6.12 mmol) a été dissous dans le DCM (250 mL) et de l’acide 
trifluoroacétique (2.5 mL) a été ajoutée. Le mélange réactionnel a été agité 15 min à température 
ambiante. Les solvants ont été évaporés sous pression réduite et le produit brut a été co-évaporé trois 
fois avec de l’éther diéthylique pour éliminer l’excès d’acide. Le produit brut a été dissous dans un 
mélange de THF (140 mL) et d’eau (60 mL). Du carbonate de potassium (2.16 g, 25.78 mmol) a été 
ajouté au mélange. Du chloroformate d’allyle (1.37 mL, 12.89 mmol) a ensuite été additionné sur une 
période de 10 min. Le mélange réactionnel a été agité 20 minutes à température ambiante. Le mélange a 
été ensuite versé dans l'eau (100 mL) et extrait avec de l’acétate d’éthyle (3  50 mL). Les fractions 
organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporées sous 
pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de 
silice en éluant avec un mélange d’acétate d’éthyle et d’hexane (30 :70). Un solide beige (1.7 g, 64%) a 
été obtenu. RMN 1H (400 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.22 (d, 1H, J = 8 Hz), 8.10 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.64-
7.60 (m, 2H), 5.99-5.88 (m, 1H), 5.51-5.44 (m, 1H), 5.32 (d, 1H, J = 16 Hz), 5.18 (d, 1H, J = 8 Hz), 
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4.55 (d, 2H, J = 4 Hz), 3.19-3.04 (m, 2H), 2.18-2.04 (m, 1H), 1.81-1.62 (m, 3H), 1.37 (s, 9H).  
RMN 13C (101 MHz, CD3OD)  (ppm) 193.3, 168.8, 164.3, 157.2, 153.4, 137.0, 132.9, 127.9, 125.9, 
121.6, 116.2, 78.6, 65.3, 64.9, 58.7, 56.6, 40.5, 39.3, 28.6, 27.4, 26.2. Masse exacte calculée pour 




L’Alloc-Orn(Boc)-Kbt 3-27 (1.6 g, 3.69 mmol) a été dissous dans le méthanol (100 mL). Du 
borohydrure de sodium (838 mg, 22.16 mmol) a été additionné lentement pendant une période de 5 
minutes à 0°C.   Le mélange réactionnel a été agité 20 min à 0 °C. Après complétion de la réaction, de 
l’acétone (environ 30 mL) est additionnée lentement.  Le mélange a été ensuite versé dans l'eau (100 
mL) et extrait avec de l’acétate d’éthyle (3  50 mL). Les fractions organiques ont été combinées, 
séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporées sous pression réduite. L’alloc-Orn(Boc)-Bt 
3-28 (1.6 g, 3.68 mmol) a été dissous dans le dichlorométhane (80 mL) et de l’acide trifluoroacétique 
(20 mL) a été ajouté. Le mélange réactionnel a été agité 30 minutes à température ambiante. Les 
solvants ont été évaporés sous pression réduite et le produit brut a été co-évaporé trois fois avec de 
l’éther diéthylique pour éliminer l’excès d’acide. Un solide beige (1.23 g, 100%) a été obtenu. RMN 1H 
(400 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.01 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.96 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.52 (t, 1H, J =8.1 Hz), 
7.44 (t, 1H, J =8.1 Hz), 5.94-5.82 (m, 1H), 5.30-5.23 (m, 1H), 5.16-5.11 (m, 1H), 5.06 (d, 1H, J = 8 
Hz), 4.52-4.48 (m, 2H), 4.22-4.15 (m, 1H), 2.97-2.83 (m, 2H), 1.87-1.74 (m, 1H), 1.72-1.61 (m, 3H). 
RMN 13C (101 MHz, CD3OD)  (ppm) 176.3, 161.7, 153.2, 134.6, 132.9, 125.8, 122.1, 121.6, 116.7, 









2-(4-(N-(imino(1H-pyrazol-1-yl)méthyl)sulfamoyle)-2,3,5-triméthylphénoxy)acétate d’éthyle (3-30) 
 
Le 2-(4-(Chlorosulfonyle)-2,3,5-triméthylphénoxy)acétate d’éthyle 3-15 (2 g, 6.25 mmol) a été dissous 
dans le tétrahydrofurane (50 mL) et la diisopropyléthylamine (2.18 mL, 12.50 mmol) a été ajoutée. Le 
1H-pyrazole-1-carboxamidine.HCl a ensuite été ajouté. Le mélange réactionnel a été agité 12h à reflux. 
Le mélange a été ensuite versé dans l'eau (100 mL) et extrait avec de l’acétate d’éthyle (3  50 mL). 
Les fractions organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et 
évaporées sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur 
colonne de gel de silice en éluant avec un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexanes (1:1). Un solide blanc 
(2.46 g, 99 %) a été obtenu. RMN 1H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.20 (d, 1H, J = 3 Hz), 7.86 (s, 1H), 
7.67 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.42-6.40 (m, 1H), 4.66  (s, 2H), 4.28 (q, 2H, J = 6 Hz), 2.71 (s, 
3H), 2.67 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.31 (t, 3H, J = 6 Hz). RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 168.5, 
157.4, 149.0, 143.7, 139.8, 137.4, 132.9, 129.1, 125.8, 112.8, 109.7, 65.5, 61.5, 24.0, 18.4, 14.2, 12.2. 
Masse exacte calculée pour C17H22N4O5S: 417.1203, trouvée: 417.1200. 
 
Résine de Wang activée par l’espaceur (3-33) 
 
 
La résine de Wang 3-17 (1 g, 0.95 mmol) a été gonflée dans le DCM (10 mL). À cette solution est 
ajoutée le p-nitrophénylcarbamate (383 mg, 2.0 mmol) à 0°C. Le mélange réactionnel a été agité 
pendant 12h à température ambiante. La résine est ensuite lavée au DCM (3x) et DMF (3x). Une 
solution DCM/Ac2O/DIPEA (20/5/1) a été ajoutée à la résine. Le mélange a été agité pendant 15 
minutes. Les deux dernières étapes ont été répétées à trois reprises. La résine a ensuite été lavée au 
DCM (3x) et DMF (3x). 
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(1-Hydroperoxyéthén-2-yl)phénylsulfone sur résine (3-34) 
 
 
L’intermédiaire 3-33 (75 mg, 0.074 mmol) a été ajouté du diméthylformamide (1 mL). La triéthylamine 
(0.051 mL, 0.3675 mmol), la Boc-guanidine (58.5 mg, 0.3675 mmol) et le DMAP (0.9 mg, 0,007 
mmol) ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a été agité pendant 12h à température ambiante. La 
résine est ensuite lavée au DMF (2x), MeOH (2x), DCM (2x), MeOH (2x) et DCM (2x) puis séchée sur 
la pompe mécanique. 
 
Méthode générale d’attachement d’un agent de guanidinylation sur résine de Wang. 
Cette réaction a été effectuée avec les deux autres agents de guanidinylation. Seulement le dérivé 
pyrazole-carboxamidine sera décrit puisque c’est avec cet agent que la synthèse s’est poursuivie. 
 
N,N’-Di-Boc-1H-pyrazole-1-carboxamidine sur résine (3-40) 
 
 
La résine de Wang 3-17 (40 mg, 0.06 mmol) a été gonflée dans le THF (1 mL). Le N,N’-di-Boc-1H-
pyrazole-1-carboxamidine (56 mg, 0.18 mmol) a été dissous dans le THF (1 mL) et de la 
triphénylphosphine (47 mg, 0.18 mmol) a été ajoutée. Cette solution est ajoutée à la résine gonflée et de 
l’azodicarboxylate de diisopropyle (DIAD) a été ajouté (35uL, 0.18 mmol). Le mélange réactionnel a 
été agité pendant 12h à température ambiante. La résine a été lavée avec DMF (3x) et DCM (3x). Une 
solution DCM/Ac2O/DIPEA (20/5/1) a été ajoutée à la résine. Le mélange a été agité pendant 15 




Alloc-Arg(DiBoc)-Bt sur résine (3-45) 
 
L’Alloc-Orn-Bt 3-29 (161 mg, 0.48 mmol) a été dissous dans le diméthylformamide (2 mL) et de la 
triéthylamine a été ajouté jusqu’à pH basique. Cette solution a été ajoutée au N,N’-di-Boc-1H-pyrazole-
1-carboxamidine sur résine 3-40. Le mélange réactionnel a été agité pendant 12h à température 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2-(4-(N-(imino(1H-pyrazol-1-yl)méthyl)sulfamoyl)-2,3,5-triméthylphénoxy)acétate d’éthyle (3-30) 
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